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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 Το σύνδρομο επίκτητης ανοσοποιητικής ανεπάρκειας (AIDS) και η 
υπέρταση, αποτελούν δύο από τα σημαντικότερα προβλήματα της 
παγκόσμιας υγείας. Μέχρι σήμερα, 27 εκατ. άτομα έχουν αποβιώσει από τον 
ιό HIV-1 (στοιχεία UNAIDS). Επίσης, πάνω από 1 δισεκατομμύρια άτομα 
πάσχουν από υπέρταση. Μελέτες έχουν υποδείξει  την HIV-1 πρωτεάση και 
τη ρενίνη, ως βασικούς φαρμακευτικούς στόχους, κατά του AIDS και της 
υπέρτασης, αντίστοιχα. Η HIV-1 πρωτεάση έχει σημαντικό ρόλο στην 
αναπαραγωγή του ιού, ενώ η ρενίνη έχει συνδεθεί με την παραγωγή της 
αγγειοτασίνης Ι (ΑΤ-Ι), στο σύστημα ρενίνης-αγγειοτασίνης-αλδοστερόνης 
(RAAS). Και τα δύο ένζυμα ανήκουν στην οικογένεια των ασπαρτικών 
πρωτεασών. Η κατανόηση του μηχανισμού πρόσδεσης διαφορετικών 
εμπορικά διαθέσιμων φαρμάκων αποτελεί βασικό στοιχείο για το σχεδιασμό 
νέων καινοτόμων αναστολέων. Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η 
ανάλυση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των ενζύμων και των προσδετών με 
στόχο την πρόταση  νέων φαρμακευτικών μορίων. Επίσης σημαντικό τμήμα 
της εργασίας είναι η αναγνώριση κοινών λειτουργικών στοιχείων (δημιουργία 
δεσμών υδρογόνου) στις δύο πρωτεΐνες. Η μελέτη στηρίχθηκε στη χρήση 
διαφορετικών υπολογιστικών τεχνικών (πχ 3D-QSAR και μοριακή δυναμική). 
Ο υπολογισμός της ενέργειας πρόσδεσης στα διάφορα σύμπλοκα της ρενίνης 
και της HIV-1 πρωετάσης έγινε με τη χρήση της μεθόδου MM–PBSA ενώ η 
μέθοδος της θερμοδυναμικής ολοκλήρωσης χρησιμοποιήθηκε για την 
ανάλυση της επίδρασης μεταλλάξεων στην πρόσδεση της σακουιναβίρης 
στην HIV-1 πρωτεάση. Ένα από τα σημαντικότερα ευρήματα αποτέλεσε η 
αναγνώριση κοινών λειτουργικών στοιχείων των ασπαρτικών πρωτεασών 
μέσω της ανάλυσης της επίδρασης των φαρμάκων νταρουναβίρης (AIDS) και 
αλισκιρένης (υπέρταση) στα δύο ένζυμα. Αυτό υποστηρίζεται περαιτέρω από 
τη διττή ανασταλτική δράση του αντιδιαβητικού φαρμάκου καναφλιφλοζίνης 
στη ρενίνη και στην HIV-1 πρωτεάση όπως προκύπτει από την ευνοϊκή 
μεταβολή ελεύθερης ενέργειας στην πρόσδεση. 
ΘΕΜΑΤΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ: Σχεδιασμός φαρμάκων 
ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙΔΙΑ: Μοριακή δυναμική, MM-PBSA, HIV-1 πρωτεάση, AIDS, 
ρενίνη, υπέρταση 
ABSTRACT 
 Acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) and hypertension present 
a public health challenge worldwide. Hitherto, more than 27 million people 
have died from HIV-1 infection (UNAIDS). Also, up to 1 billion people have 
developed some form of hypertension. Studies have identified HIV-1 protease 
(HIV-1 PR) and renin as the primary targets for drug design against AIDS and 
hypertension, respectively. The viral protease plays a crucial role in viral 
replication and renin induces the production of angiotensin I (AT-I), that is 
involved in the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS). Both enzymes 
belong to the family of aspartic proteases. Understanding the binding 
mechanism of different commercially available drugs offers valuable 
information for the design of novel inhibitors. The aim of this study is to 
analyze the different interactions between ligands and the enzymes and thus 
propose new inhibitors. Also, an important part of the present project is 
dedicated to the identification of common functional aspects (hydrogen bond 
interactions) in both proteins. Different computational techniques (e.g. 3D-
QSAR and molecular dynamics) have been used for this purpose. The binding 
energy in the different renin and HIV-1 PR complexes has been calculated 
with the MM–PBSA method. Thermodynamic integration has been 
implemented for the analysis of the effect of mutations on the binding of 
saquinavir in HIV-1 PR. Of great importance is the dual inhibition of the drugs 
darunavir (AIDS) and aliskiren (hypertension) in both enzymes. This is further 
supported by the inhibitory action of canagliflozin –an anti-diabetic agent– in 
renin and in HIV-1 PR as it is depicted by the favoured ΔG binding values. 
 
SUBJECT AREA: Drug Design 
KEYWORDS: Molecular dynamics, MM-PBSA, HIV-1 protease, AIDS, renin, 
hypertension 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 
ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 Τις τελευταίες δεκαετίες η ιατρική επιστήμη καθώς και όλοι οι συναφείς 
κλάδοι, έχουν γνωρίσει μια εκρηκτική άνοδο. Τα επιτεύγματα στους τομείς της 
διάγνωσης, της πρόληψης και της θεραπείας είναι σημαντικότατα. Νέες 
διαγνωστικές και θεραπευτικές μέθοδοι ανακαλύπτονται συνεχώς, 
προσθέτοντας νέα όπλα στη φαρμακευτική επιστήμη για την αντιμετώπιση 
των διαφόρων ασθενειών. Η σημαντικότερη ίσως διεργασία στην προσπάθεια 
εξεύρεσης θεραπευτικών μέσων για την αντιμετώπιση της ασθένειας είναι η 
αποκωδικοποίηση των βιοχημικών διεργασιών, που συμβάλλουν στην 
ανάπτυξη των συμπτωμάτων. Μέρος αυτής της διαδικασίας αποτελεί και η 
αναγνώριση των κύριων παθολογικών αιτίων τα οποία μπορεί να είναι είτε 
συστημικής φύσης (βλάβες στον ίδιο τον οργανισμό) είτε εξωγενείς 
παράγοντες, όπως η μόλυνση από παθογόνους μικροοργανισμούς (π.χ. 
βακτήρια, ιοί, μύκητες). 
 
1.1 Σύνδρομο Επίκτητης Ανοσοποιητικής Ανεπάρκειας (Acquired 
ImmunoDeficiency Syndrome–AIDS) 
 Το AIDS αποτελεί μια σύγχρονη μάστιγα, που αναγνωρίστηκε μόλις στις 
αρχές του 1980.1,2 Είναι μια εκφυλιστικού τύπου ασθένεια, η οποία οδηγεί σε 
κατάρρευση το ανοσοποιητικό σύστημα, και καθιστά τον ασθενή ευάλωτο σε 
μια πληθώρα μικροβίων που σε φυσιολογικές συνθήκες δε θα δημιουργούσαν 
πρόβλημα. Το σημαντικότερο βήμα στην κατανόηση του AIDS, αποτελεί η 
ταυτοποίηση της βάσης της παθογένειας του. Συγκεκριμένα, ανακαλύφθηκε 
ότι το σύνδρομο προκαλείται από τον ιό ανθρώπινης ανοσοποιητικής 
ανεπάρκειας (HIV-Human Immunodeficiency Virus).1 Ο ιός προσβάλλει τα 
κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος  και πιο συγκεκριμένα τα CD4+ Τ-
λεμφοκύτταρα.3 Στα πρώτα στάδια της ασθένειας, τα συμπτώματα που 
εμφανίζονται προσιδιάζουν σε αυτά της κοινής γρίπης και διαρκούν περίπου 
1-3 μήνες. Στη συνέχεια ο ιός εισέρχεται σε μια λανθάνουσα φάση, η οποία 
μπορεί να διαρκέσει από 1 έως 15 χρόνια.4 Στο χρονικό αυτό διάστημα ο ιός 
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HIV συνεχίζει να πολλαπλασιάζεται στους λεμφαδένες χωρίς ο ασθενής να 
παρουσιάζει κάποιο σύμπτωμα από την προσβολή του. Κατά το τελευταίο 
στάδιο, ο ιός HIV, πολλαπλασιάζεται ραγδαία και ελευθερώνεται στο αίμα 
οδηγώντας στην εκδήλωση του Συνδρόμου Επίκτητης Ανοσοποιητικής 
Ανεπάρκειας. Στην τελευταία αυτή φάση το ανοσοποιητικό σύστημα του 
ασθενούς είναι τόσο καταπονημένο, ώστε δε μπορεί να καταπολεμήσει 
οποιαδήποτε απειλή.4 Το αποτέλεσμα είναι ο οργανισμός να κατακλύζεται 
από μικρόβια με συνέπεια να οδηγείται ο ασθενής στο θάνατο. Σύμφωνα με 
τα πιο πρόσφατα κλινικά στοιχεία υπολογίζεται πως ο αριθμός των 
ανθρώπων που έχουν προσβληθεί από τον ιό του AIDS ανέρχεται σε 36 
εκατομμύρια (UNAIDS, 2011).5 Το μεγαλύτερο πρόβλημα παρουσιάζεται στην 
Υπό-σαχάρια Αφρική όπου περισσότερο από το 68% του πληθυσμού είναι 
μολυσμένο από τον ιό HIV.  
 Τα 30 εμπορικά διαθέσιμα φάρμακα κατά του AIDS χωρίζονται σε: 16 
αναστολείς της αντίστροφης μεταγραφάσης (reverse transcriptase), 9 
αναστολείς της πρωτεάσης, έναν αναστολέα σύμπτυξης (fusion inhibitor), 
έναν αναστολέα του ενζύμου οκληράση (integrase), έναν αναστολέα εισόδου 
(entry inhibitor) και 2 συνδυαστικά φάρμακα.6 Οι αναστολείς της ιικής 
πρωτεάσης είναι πεπτιδικά ανάλογα του φυσικού υποστρώματος και 
παρουσιάζονται στον Πίνακα 1.1. Τα φάρμακα δρουν ως μιμητές των 
πεπτιδικών δεσμών και της μεταβατικής κατάστασης του πολυπεπτιδίου Gag-
Pol. Ένα τέτοιο παράδειγμα είναι η σακουιναβίρη (saquinavir), η οποία δρα 
ως πεπτιδομιμητής του δεσμού Phe-Pro του πολυπετιδίου Gag-Pol (Εικόνα 
1.1).7 Η αναστολή της λειτουργίας της πρωτεάσης συμβάλλει στην παραγωγή 
μη βιώσιμων ιών. Άμεση συνέπεια είναι η μείωση του ιικού βάρους στους 
ασθενείς, όπως αυτό μετριέται μέσω της μεθόδου της αλυσιδωτής αντίδρασης 
πολυμεράσης (PCR-Polymerase Chain Reaction).8 Οι αναστολείς της HIV-1 
πρωτεάσης διαχωρίζονται σε 1ης (πχ σακουιναβίρη, ιντιναβίρη –indinavir-) και 
2ης γενιάς (πχ νταρουναβίρη –darunavir-, τιπραναβίρη –tipranavir-). Τα 
φάρμακα της 1ης γενιάς, σχεδιάσθηκαν αξιοποιώντας την ανάλυση των 
αλληλεπιδράσεων μεταξύ του ενζύμου και διαφορετικών πεπτιδικών 
υποστρωμάτων.9 Παρατηρήθηκε ότι οι βασικές αλληλεπιδράσεις είναι δύο 
ειδών, υδρόφοβες και δεσμοί υδρογόνου. Tα φάρμακα 2ης γενιάς 
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αναπτύχθηκαν για να αντιμετωπιστεί το φαινόμενο της εμφάνισης ανθεκτικών 
στελεχών του ιού στις προηγούμενες θεραπείες.10 Βασικό χαρακτηριστικό των 
αναστολέων 2ης γενιάς είναι η αντικατάσταση λειτουργικών ομάδων όπως το 
καρβονύλιο (σακουιναβίρη) με ομάδες όπως το τετραυδροφουράνιο 
(αμπρεναβίρη). Η δραστικότητα των φαρμάκων αυτών όμως μειώνεται με το 
χρόνο λόγω της αδιάλειπτης χορήγησής τους καθώς εμφανίζονται νέα 
ανθεκτικά στελέχη του ιού. Για να αντιμετωπιστεί αυτό το φαινόμενο εισήχθηκε 
η  χρήση μιας συνδυαστικής φαρμακευτικής αγωγής αποτελούμενη κυρίως, 
από αναστολείς της πρωτεάσης και της αντίστροφης μεταγραφάσης (HAART: 
highly active antiretroviral therapy).11,12 
 
 
 
 
Εικόνα 1.1: Σχηματική σύγκριση του σημείου τομής (αμιδικός δεσμός Phe-
Pro) του πολυπεπτιδίου Gag-Pol (αριστερά) και της σακουιναβίρης (δεξιά). 
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Πίνακας 1.1: Δομές των εμπορικά διαθέσιμων αναστολέων 
της HIV-1 πρωτεάσης. 
  
Όνομα Μοριακή Δομή 
 
Σακουιναβίρη 
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Λοπιναβίρη 
(Lopinavir) 
O
CH3
CH3
O
NH
CH2CH3
OH
NH
O
N
NH
O
CH3
CH3
 
 
Ριτοναβίρη 
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Νταρουναβίρη 
(Darunavir) 
O
O
NH
OH
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CH3
CH3
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O
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Τιπραναβίρη 
(Tipranavir) 
F
F
F
N S
O
O
NH
O
CH3
OH
CH3
O
 
 
1.1.1 Κύκλος ζωής ιού HIV 
  Ο ιός του HIV ανήκει στην ομάδα των λεντιιών (lentivirus) και αποτελεί 
μέλος της μεγαλύτερης οικογένειας των ρετροϊών (Retroviridae). Η 
συγκεκριμένη οικογένεια ιών έχει ως βασικό χαρακτηριστικό την παρουσία 
RNA ως γενετικού υλικού.13 Το γονιδίωμα του ιού βρίσκεται μαζί με 
σημαντικές πρωτεΐνες και περιβάλλεται από ένα καψίδιο και μια μεμβράνη 
που προέρχεται από τα μολυσμένα κύτταρα (Εικόνα 1.2α). Τα σημαντικότερα 
γονίδια του ιού βρίσκονται ομαδοποιημένα σε τρεις οικογένειες, gag (Group 
Antigens–ομάδα αντιγόνων), pol (Polymerase– πολυμεράση) και env 
(Envelope– πρωτεΐνες καψιδίου) (Πίνακας 1.2, Εικόνα 1.2α).14-16 Τα γονίδια 
που εκφράζουν δομικές πρωτεΐνες, ανήκουν στην οικογένεια gag.14 Γονίδια 
σημαντικά για την αναπαραγωγή του ιού, ανήκουν στην οικογένεια pol και 
τέλος η οικογένεια env κωδικοποιεί γονίδια του καψιδίου του ιού.16-18 Μετά την 
είσοδο του ιού στο κύτταρο, το RNA μεταγράφεται σε DNA μέσω ενός 
υβριδίου RNA-DNA. Η όλη διαδικασία της μεταγραφής ελέγχεται από την 
αντίστροφη μεταγραφάση. Στη συνέχεια αντίγραφο του ιικού DNA 
ενσωματώνεται στο γονιδίωμα του ξενιστή. Παρόμοιο κύκλο ζωής έχουν και 
άλλη ρετροϊοι όπως ο ιός που προκαλεί λευχαιμία των Τ-λεμφοκυττάρων 
(Human T-cell leukemia virus 1–HTLV-1).19 
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(α) 
 
 
 
 
 
(β) 
 
 
Εικόνα 1.2: (α) Δομικά χαρακτηριστικά του ιού HIV (αριστερά) και ο 
διαχωρισμός του γονιδίωματος του ιού (δεξία). (β) Σχηματική αναπαράσταση 
του κύκλου ζωής του ιού HIV-1 κατά την προσβολή του κυττάρου ξενιστή. 
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Πίνακας 1.2: Τα σημαντικότερα γονίδια του ιού και οι αντίστοιχες 
πρωτεΐνες. 
 
 
Γονίδιο Λειτουργία 
Gag Βασικές πρωτεΐνες: Καψίδιο (p24), Πυρηνικό καψίδιο 
(Nucleocapsid) 
Pol Ένζυμα: αντίστροφη μεταγραφάση, ολοκληράση 
Env Γλυκοπρωτεΐνες επιφάνειας: gp41, gp120 
 
 Η μόλυνση ενός οργανισμού από τον ιό HIV χωρίζεται σε δύο βασικά 
στάδια (Εικόνα 1.2β). Το πρώτο στάδιο αφορά την προσκόλληση του ιού στην 
επιφάνεια του κυττάρου και την επικείμενη ενσωμάτωση του γενετικού υλικού 
στο γονιδίωμα του ξενιστή. Το δεύτερο στάδιο της αναπαραγωγής του ιού 
αφορά στην έκφραση των ιικών γονιδίων και την παραγωγή νέων ιών. Τα 
κύτταρα που προσβάλλονται από τον ιό είναι τα CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα.20 Η 
κατηγορία αυτή των κυττάρων έχει στην επιφάνεια της κυτταρικής μεμβράνης, 
τη γλυκοπρωτεΐνη CD4. Σε μικρότερο βαθμό η γλυκοπρωτεΐνη CD4 είναι 
παρούσα και σε άλλες ομάδες κυττάρων.21 
 Ο ιός HIV με τη βοήθεια συγκεκριμένων γλυκοπρωτεϊνών που 
βρίσκονται στην επιφάνεια προσκολλάται στα κύτταρα στόχους. Η διαδικασία 
επιτυγχάνεται με την προσκόλληση στην πρωτεΐνη CD4 της ιικής 
γλυκοπρωτεΐνης gp120. Η ισχυρή πρόσδεση της gp120 στην CD4 μπορεί να 
εξηγήσει σε μεγάλο βαθμό τη μόλυνση και άλλων κυττάρων (πχ. 
μονοκύτταρα) από τον ιό HIV. Η σημαντικότερη οικογένεια υποδοχέων που 
συμβάλλουν στην επιτυχή έκβαση της μόλυνσης είναι αυτή της χημοκίνης 
(chemokine receptors) CXCR4 και CCR5.22,23 Κατά την πρόσδεση του ιού 
στην επιφάνεια του κυττάρου, προκαλείται σύντηξη της ιικής με την κυτταρική 
μεμβράνη μέσω της διαμεσολάβησης της γλυκοπρωτεΐνης gp-41. Μελέτες 
έχουν δείξει πως στα Τ-λεμφοκύτταρα υπάρχει ο υποδοχέας CXCR4, ενώ στα 
στελέχη του ιού που μολύνουν τα μακροφάγα (macrophages) βρίσκεται ο 
υποδοχέας CCR5.22,24,25 Η σημασία των υποδοχέων αυτών στη μόλυνση με 
τον ιό του HIV, αναδείχθηκε από τις μελέτες των Littman et al. (1998) και 
Mellado et al. (2001).24,26 
 
24 
 
 Το επόμενο στάδιο είναι η απελευθέρωση του κυρίου σώματος του ιού 
στο κύτταρο-ξενιστή. Με τη συνέργεια της αντίστροφης μεταγραφάσης του 
ιού, μεταγράφεται το ιικό RNA σε ένα γραμμικό υβρίδιο DNA-RNA. Το τελικό 
προϊόν της όλης διαδικασίας θα μεταφερθεί στον πυρήνα του κυττάρου.27 Ο 
τελικός σκοπός είναι η ενσωμάτωση του γενετικού υλικού του HIV στο 
γονιδίωμα του κυττάρου, μια διεργασία η οποία καταλύεται από το ένζυμο 
ολοκληράση που παράγει ο ιός.28 Το γονιδίωμα του HIV έχει μέγεθος 10 kb 
και αποτελεί τη βάση για τη παραγωγή του ιικού mRΝΑ με τη βοήθεια 
ενζύμων του κυττάρου όπως είναι η πολυμεράση Pol II. Τα παραγόμενα RNA 
μεταφέρονται στο κυτταρόπλασμα και αποτελούν τη βάση για την παραγωγή 
των πολυπεπτιδίων Gag και Gag-Pol.14 Η πολύπλοκη διεργασία μέσα στο 
κυτταρόπλασμα του ιού, οδηγεί στην παραγωγή νέων ιών που στη συνέχεια 
απελευθερώνονται στον οργανισμό. Ο ρόλος της πρωτεάσης του ιού είναι η 
επεξεργασία των πολυπεπτιδίων που παράγονται στο κυτταρόπλασμα, ώστε 
να συναρμολογηθούν τα νέα ιικά στελέχη. Η διαδικασία αυτή ολοκληρώνεται 
με την αποβολή των νέων ιών από το κύτταρο και οδηγεί στην μόλυνση νέων 
κυττάρων. Ο ρόλος της πρωτεάσης στην παραγωγή λειτουργικών ιών 
αποτελεί και το σημαντικότερο λόγο για τη στόχευση της όσον αφορά στις 
θεραπευτικές αγωγές κατά του ιού. Η αναστολή της οδηγεί στην παραγωγή 
στελεχών του ιού που δεν έχουν τη δυνατότητα να προσβάλλουν νέα κύτταρα 
με άμεσο αποτέλεσμα την μη εξάπλωση της νόσου. 
 
1.2 Σύστημα ρενίνης-αγγειοτασίνης 
 Εξίσου σημαντικό πρόβλημα με το AIDS στο σύγχρονο κόσμο 
αποτελούν και οι διάφορες καρδιοαγγειακές παθήσεις. Σύμφωνα με διαθέσιμα 
κλινικά στοιχεία, περισσότεροι από 1 δισεκατομμύριο άνθρωποι έχουν 
αναπτύξει κάποιο είδος υπέρτασης.29 Οι ερευνητές έχουν αναγνωρίσει αρκετά 
διαφορετικά συστήματα που ελέγχουν την καρδιαγγειακή πίεση. Το 
σημαντικότερο ίσως είναι το σύστημα ρενίνης-αγγειοτασίνης-αλδοστερόνης 
(renin-angiotensin-aldosterone system ή RAAS).30 Μέχρι σήμερα έχουν 
αναπτυχθεί αρκετά φαρμακευτικά σκευάσματα για την υπέρταση. Παρόλα 
αυτά ο έλεγχος της πίεσης στα υπερτασικά άτομα είναι δύσκολος.31,32 Γίνεται 
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λοιπόν επιτακτικός ο σχεδιασμός και η ανάπτυξη νέων καινοτόμων φαρμάκων 
για τον έλεγχο της υπέρτασης. 
 Στην Εικόνα 1.3 παρουσιάζεται σχηματικά το σύστημα RAAS. Η ρενίνη 
παράγεται από τα επινεφρίδια ενώ ο πρόδρομος της αγγειοτασίνης, το 
αγγειοτασινογόνο, παράγεται από το ήπαρ. Η ρενίνη ενεργοποιεί το 
αγγειοτασινογόνο και το μετατρέπει στην αγγειοτασίνη Ι. Στη συνέχεια το 
ένζυμο μετατροπής αγγειοτασίνης Ι (angiotensin converting enzyme-ACE) 
μετατρέπει την ορμόνη στην αγγειοτασίνη ΙΙ. Στο τέλος αυτής της μεταβολικής 
διαδικασίας, η αγγειοτασίνη ΙΙ προσδένεται στον υποδοχέα τύπου Ι της 
αγγειοτασίνης ΙΙ (angiotensin II type 1 receptor-AT1R). Ο υποδοχέας AT1 
βρίσκεται, κυρίως, σε κύτταρα της καρδιάς, των αιμοφόρων αγγείων, των 
νεφρών, των πνευμόνων και του εγκεφάλου. Η δράση της αγγειοτασίνης ΙΙ 
επιφέρει την αύξηση παραγωγής αλδοστερόνης από τα επινεφρίδια. Επίσης, 
οδηγεί στη συστολή των αγγείων και κατ’ επέκταση την αύξηση της πίεσης 
καθώς και στην κατακράτηση νερού.33 
 Με την πάροδο των χρόνων και κυρίως μετά την κυκλοφορία των 
πρώτων αναστολέων του υποδοχέα AT1 (πχ λοσαρτάνης– losartan) 
34, 
ανακαλύφθηκε ότι το σύστημα ρενίνης-αγγειοτασίνης δρα και σε τοπικό-
κυτταρικό επίπεδο.35,36 Οι σημαντικότεροι ιστοί που περιλαμβάνουν το 
σύστημα RAS είναι τα νεφρά, ο εγκέφαλος, η καρδιά, τα μάτια και τα 
λιποκύτταρα (λιπώδης ιστός). Ουσιαστικά, παρατηρούμε πως το σύστημα 
RAS δρα με τρεις διαφορετικούς τρόπους: ενδοκρινικά (σε όλο τον οργανισμό, 
μέσω των ενδοκρινών αδένων), παρακρινικά (παράγεται σε ένα κύτταρο και 
δρα στα γειτονικά κύτταρα μόνο, μέσω τοπικών υποδοχέων) και διακρινικά 
(μέσα στο ίδιο το κύτταρο μόνο).37-39 Το σύστημα RAS περιλαμβάνει όλα τα 
σημαντικά στοιχεία για την παραγωγή της ορμόνης αγγειοτασίνης ΙΙ καθώς και 
τους αντίστοιχούς υποδοχείς. Μάλιστα οι διάφορες μελέτες που έχουν γίνει, 
καταδεικνύουν πως η ρενίνη, σε όλα τα διαφορετικά συστήματα RAS, 
παράγεται σχεδόν αποκλειστικά από τα επινεφρίδια. 
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Εικόνα 1.3: Σχηματική αναπαράσταση του συστήματος RAS. Η κόκκινη 
διακεκομμένη γραμμή αναπαριστά την αρνητική ανάδραση (negative 
feedback) των ολιγοπεπτιδίων αγγειοτασίνη Ι και ΙΙ στο σύστημα παραγωγής 
ρενίνης. 
 
 Στο επίπεδο του οργανισμού, τα διαφορετικά συστήματα RAS 
λειτουργούν συμπληρωματικά και μόνο στους ενδοκρινείς αδένες και στον 
εγκέφαλο το τοπικό σύστημα RAS δρα ανεξάρτητα από το κυκλοφορικό.40 
Συγκεκριμένα, το τοπικό σύστημα RAS συμβάλλει στον έλεγχο της έκφρασης 
των γονιδίων και στη σύνθεση πρωτεϊνών, ενώ το κυκλοφορικό RAS ελέγχει 
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την ομοιόσταση στον οργανισμό και την ισορροπία των διαφορετικών 
ηλεκτρολυτών και κατά συνέπεια την πίεση.41,42 
 Ο έλεγχος της λειτουργίας του συστήματος RAAS αποτελεί σημαντικό 
όπλο στην καταπολέμηση της υπέρτασης καθώς και διαφόρων άλλων 
παθήσεων όπως η καρδιακή ανεπάρκεια και διαφόρου τύπου νεφροπάθειες.43 
Η πλειονότητα των αντί-υπερτασικών φαρμάκων κατατάσσεται στις 
κατηγορίες: των διουρητικών, των β-αναστολέων (β-blockers), των 
αναστολέων του ενζύμου μετατροπής αγγειοτασίνης Ι και των αναστολέων 
του υποδοχέα AT1.
44 Ο τελικός στόχος στην αντιμετώπιση της υπέρτασης 
είναι η μείωση των ανεπιθύμητων επιπτώσεων, όπως αυτές εμφανίζονται στα 
νεφρά (πχ νεφρική τοξικότητα, σχηματισμός πέτρας) και στον εγκέφαλο (πχ 
κεφαλαλγία, ημικρανίες). Επίσης, ο έλεγχος του συστήματος RAAS μπορεί να 
συμβάλλει και στην  προστασία διαφόρων οργάνων, λόγω της επίπτωσης και 
στο τοπικό σύστημα RAS.45,46 
 Η επιτυχία των διάφορων φαρμάκων σε συνδυασμό με την εκτεταμένη 
έρευνα στο σύστημα RAS οδήγησε πολλούς ερευνητές να σχεδιάσουν 
αναστολείς και για τη ρενίνη.47 Ο βασικός λόγος για την ανάπτυξη 
αναστολέων της ρενίνης, είναι η παρατήρηση του φαινομένου της μη 
σημαντικής εξάρτησης δόσης-ανταπόκρισης (flat-dose response) (Εικόνα 1.4) 
για τα περισσότερα φάρμακα μετά από ένα ορισμένο χρονικό διάστημα.48 Η 
ανταπόκριση και η δοσολογία σχετίζονται με την αποτελεσματικότητα 
(efficacy) και τη δραστικότητα (potency) του φαρμάκου. Η δραστικότητα 
(EC50) ενός μορίου ορίζεται ως η συγκέντρωση όπου το μόριο εμφανίζει 
δράση στο 50% της μέγιστης απόκρισής, ενώ αποτελεσματικότητα (Emax) είναι 
η μέγιστη απόκριση. Αυτό σημαίνει ότι συγκεντρώσεις μεγαλύτερες από αυτές 
που παράγουν την τιμή Emax δεν αυξάνουν την απόκριση του φαρμάκου. Το 
φαινόμενο επίπεδης καμπύλης δόσης-απόκρισης παρατηρείται επειδή η 
αναστολή της παραγωγής του οκταπεπτιδίου της αγγειοτασίνης ΙΙ, οδηγεί σε 
μια αρνητική ανάδραση (negative feedback) στο σύστημα RAAS (Εικόνα 
1.3).49 Συγκεκριμένα, όταν τα επίπεδα της αγγειοτασίνης ΙΙ πέφτουν σημαντικά 
λόγω αναστολής του ενζύμου ACE, η παραγωγή  της ρενίνης αυξάνεται. Έτσι, 
οδηγείται ο οργανισμός σε παραγωγή της αγγειοτασίνης ΙΙ μέσω μεταβολικών 
διεργασιών που δεν περιλαμβάνουν το ένζυμο ACE.49-51 
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Εικόνα 1.4: Διαγραμματική παρουσίαση καμπύλης δόσης-απόκρισης. Η 
καμπύλη Α δείχνει την υψηλή απόκριση σε σχέση με τη δοσολογία ενώ η 
καμπύλη  Β παρουσιάζει τη χαμηλή απόκριση μιας ουσίας σε σχέση με τα 
δοσολογία. 
 
 Είναι εμφανές λοιπόν πως η ρενίνη αποτελεί ένα σημαντικότατο 
φαρμακευτικό στόχο καθώς ελέγχει το πρώτο βήμα στην ενεργοποίησης της 
αγγειοτασίνης και αποτελεί επίσης το ρυθμιστικό στάδιο της όλης 
διαδικασίας.52 Συνεπώς η αναστολή της συμβάλλει στη μείωση της πίεσης. 
Μάλιστα κυριαρχεί και η άποψη ότι η αναστολή της ρενίνης επιφέρει και 
λιγότερες παρενέργειες σε σχέση με τις άλλες κατηγορίες φαρμάκων που 
έχουν διαφορετικούς στόχους.43,53,54 
 Από τα τέλη της δεκαετίας του 1980 άρχισαν να αναπτύσσονται οι 
πρώτοι αναστολείς ρενίνης που ήταν ανάλογα του φυσικού υποστρώματος.44 
Οι σημαντικότεροι αναστολείς της ρενίνης είναι η εναλκιρένη (enalkiren, A-
64662, Abbott, Abbott Park, IL, USA),55 η ρεμικιρένη (remikiren, Ro-425892, 
Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland),56 η ζανκιρένη (zankiren, A-72517, 
Abbott)57 και η αλισκιρένη  (aliskiren, CGP 60536B, Novartis, Basel, 
Switzerland).58 Οι δομές των αναστολέων της ρενίνης παρουσιάζονται στον 
Πίνακα 1.3. Από τα τέσσερα αυτά μόρια η αλισκιρένη είναι το πρώτο φάρμακο 
που λαμβάνεται από το στόμα και έχει εγκριθεί για την καταπολέμηση της 
υπέρτασης από τον Αμερικανικό Οργανισμό Τροφίμων και Φαρμάκων (FDA) 
το 2007. Μάλιστα, εμφανίζει ανασταλτική δράση της τάξης των nM, (IC50 =0,6 
nM) και παρουσιάζει χρόνο ημι-ζωής ≈ 24 ώρες.59 Όπως και στην περίπτωση 
της HIV-1 πρωτεάσης, ο σχεδιασμός των πρώτων αναστολέων της ρενίνης 
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(ρεμικιρένη, εναλκιρένη, ζανκιρένη) βασίστηκε στη μίμηση του φυσικού 
υποστρώματός της (πεπτιδομημιτικά ανάλογα, Εικόνα 1.5).56,60 Η αλισκιρένη 
είναι ένα μη-πεπτιδικό ανάλογο και σχεδιάστηκε με σκοπό την ισχυροποίηση 
των ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων με αμινοξέα στο ενεργό κέντρο της 
πρωτεάσης.30,47 
 
Πίνακας 1.3: Δομές των διαθέσιμων αναστολέων της ρενίνης. 
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Εικόνα 1.5: Σχηματική σύγκριση του σημείου τομής (αμιδικός δεσμός Leu-
Val) του αγγειοτασινογόνου (αριστερά) και της ρεμικιρένης (δεξιά). 
 
 
1.3 Ασπαρτικές πρωτεάσες 
 Τόσο στην αντιμετώπιση του AIDS όσο και της υπέρτασης, οι βασικοί 
φαρμακευτικοί στόχοι είναι δύο πρωτεάσες, η HIV-1 πρωτεάση και η ρενίνη, 
αντίστοιχα. Και οι δύο αποτελούν μέλη της ίδιας οικογένειας ενζύμων και 
συγκεκριμένα των ασπαρτικών πρωτεασών.61,62 Κατά συνέπεια και οι δύο 
πρωτεΐνες εμφανίζουν κοινά χαρακτηριστικά. Βασικό γνώρισμα της 
οικογένειας των ασπαρτικών πρωτεασών είναι η παρουσία δύο ασπαρτικών 
οξέων (Asp) στο ενεργό τους κέντρο. Τα δύο ασπαρτικά οξέα αποτελούν μέρη 
μια διπλής καταλυτικής αλληλουχίας τριών αμινοξέων, που έχει επιπλέον μια 
γλυκίνη (Gly) και μια θρεονίνη (Thr).63 Η αλληλουχία Asp-Thr-Gly διατηρείται 
στα περισσότερα μέλη της οικογένειας αυτής, ενώ σε μερικά μέλη της το 
αμινοξύ Thr έχει αντικατασταθεί από τη σερίνη (Ser).64 Η καταλυτική τριάδα 
βρίσκεται στο βάθος της κοιλότητας όπου προσδένεται το υπόστρωμα.65,66 Τα 
δύο καταλυτικά Asp σε όλα τα ένζυμα της οικογένειας είναι τοποθετημένα 
αντικριστά στο χώρο. Η συγκεκριμένη χωροθέτηση συμβάλλει σημαντικά στο 
μηχανισμό υδρόλυσης καθώς ευνοεί τη μεταφορά πρωτονίων μεταξύ του 
υποστρώματος και του ενζύμου, που υποβοηθά στην υδρόλυση του 
πεπτιδικού δεσμού.63 
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 Η ιική πρωτεάση αποτελείται από δύο συμμετρικά όμοιες 
πολυπεπτιδικές αλυσίδες των 99 αμινοξέων. Το ενεργό κέντρο της βρίσκεται 
στο βάθος της κοιλότητας που δημιουργείται από τις δύο αλυσίδες.65,67 Η 
καταλυτική τριάδα των αμινοξέων Asp-Thr-Gly βρίσκεται στις θέσεις 25-27 
(αλυσίδα Α) και 25’-27’ (αλυσίδα Β). Στο πάνω μέρος της κοιλότητας και σε 
επαφή με το διαλύτη βρίσκονται δύο πτερύγια, αποτελούμενα κυρίως από 
γλυκίνες (αμινοξέα 45-55 και 45’-55’). Τα πτερύγια αυτά καλύπτουν την 
κοιλότητα πρόσδεσης του υποστρώματος και ελέγχουν την είσοδο των 
διαφόρων μορίων στο ενεργό κέντρο (Εικόνα 1.6). 
  Υπάρχουν αρκετές υπολογιστικές και πειραματικές 
(κρυσταλλογραφικές και φασματοσκοπικές μελέτες πυρηνικού μαγνητικού 
συντονισμού-NMR) μελέτες, που καταδεικνύουν ότι τα πτερύγια στην 
ελεύθερη (άπο-) μορφή της πρωτεΐνης έχουν μεγάλη ευελιξία.67-69 Μάλιστα, 
παρατηρήθηκε ότι τα πτερύγια στην άπο-μορφή εμφανίζουν μια ισορροπία 
μεταξύ τριών διαφορετικών διαμορφώσεων: μιας «ανοιχτής» δομής, μιας 
«ημι-ανοιχτής» και μια «κλειστής» δομής. Από αυτές τις τρεις, η «ημι-ανοιχτή» 
διαμόρφωση είναι κυρίαρχη.70 Κατά την πρόσδεση στην κοιλότητα της 
πρωτεάσης, τα πτερύγια υιοθετούν την «κλειστή» διαμόρφωση και η πρωτεΐνη 
παρουσιάζει μια πιο σταθερή δομή.71 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 1.6: Απεικόνιση της HIV-1 πρωτεάσης. Με μπλε χρώμα παριστάνεται 
το ενεργό κέντρο της και με κίτρινο τα πτερύγια που βρίσκονται στην είσοδο 
της κοιλότητας πρόσδεσης. Στην ένθετη εικόνα δεξιά απεικονίζονται οι 
πλευρικές αλυσίδες των δύο καταλυτικών ασπαρτικών οξέων. 
 
32 
 
 Η ρενίνη, σε αντίθεση με την HIV-1 πρωτεάση, αποτελείται από μία 
πολυπεπτιδική αλυσίδα με 339 αμινοξέα. Και σε αυτήν την περίπτωση το 
ενεργό κέντρο –που αποτελείται από τα αμινοξέα Asp, Thr και Gly στις θέσεις 
32/215, 33/216 και 34/217, αντίστοιχα– βρίσκεται βαθιά στην κοιλότητα του 
ενζύμου. Η κοιλότητα στη ρενίνη, περιβάλλεται από ένα πτερύγιο το οποίο 
αποτελείται από αμινοξέα που βρίσκονται γύρω από τη Ser στη θέση 76 
(Εικόνα 1.7).47 Όπως και στην ιική πρωτεάση, το πτερύγιο στη ρενίνη ελέγχει 
την είσοδο του προσδέτη στην κοιλότητα του ενζύμου. Κατ’ αντιστοιχία, με την 
HIV-1 πρωτεάση, στην ελεύθερη ρενίνη η δομή του είναι αρκετά ευέλικτη ενώ 
κατά την  πρόσδεση λαμβάνει μια «κλειστή» διαμόρφωση.72,73 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 1.7: Απεικόνιση της ρενίνης. Με κίτρινο χρώμα παριστάνεται το 
ενεργό κέντρο της και με μπλε το πτερύγιο που βρίσκεται στην είσοδο της 
κοιλότητας πρόσδεσης. Στην ένθετη εικόνα δεξιά απεικονίζονται οι πλευρικές 
αλυσίδες των δύο καταλυτικών ασπαρτικών οξέων. 
 
 Το γεγονός των κοινών δομικών και λειτουργικών χαρακτηριστικών των 
δύο ενζύμων μας οδήγησε στη σύγκριση αυτών. Η υπέρθεση των δύο δομών 
παρουσιάζεται στην Εικόνα 1.8α. Είναι εμφανές πως οι δομές της ρενίνης 
(Εικόνα 1.8α, πράσινο) και της HIV-1 πρωτεάσης (Εικόνα 1.8α, μωβ) έχουν 
μεγάλες ομοιότητες (RMSD = 1,20 Å). Επίσης, η σύγκριση της αλληλουχίας 
των αμινοξέων γύρω από το ενεργό κέντρο (Εικόνα 1.8β) επιβεβαιώνει τις 
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ομοιότητες των δύο πρωτεΐνών. Παρατηρούμε πως και στις δύο περιπτώσεις 
υπάρχει μια υδροφοβική περιοχή που προηγείται του ενεργού κέντρου. Στην 
HIV-1 πρωτεάση αποτελείται από τα αμινοξέα Ala21/21’-Leu22/22’-Leu23/23’ 
και στη ρενίνη αποτελείται από: Val35-Val36-Phe37/Ala222-Leu223-Val224. 
Όσον αφορά το ενεργό κέντρο τους, πειραματικές και υπολογιστικές μελέτες 
έδειξαν ότι πρωτονιωμένο είναι μόνο το ένα από τα δύο Asp.74-77 
 Οι ομοιότητες μεταξύ των δύο ενζύμων έχουν περιγραφεί σε αρκετές 
μελέτες. Το 1991, οι Sharma et al. σε μια μελέτη τους, κατέγραψαν την 
παραγωγή αγγειοτασίνης Ι από την HIV-1 πρωτεάση σε επίπεδα παρόμοια με 
αυτά της ρενίνης.78 Αυτή η βιολογική παρατήρηση συνέβαλε σημαντικά στην 
κατανόηση του μηχανισμού των δύο ενζύμων και κατέδειξε τις λειτουργικές 
ομοιότητες στις ασπαρτικές πρωτεάσες. Οι Zhang et al. (1991), έκαναν χρήση 
ιόντων ψευδαργύρου για την αναστολή των δύο πρωτεϊνών.74 Οι ερευνητές 
παρατήρησαν αναστολή στη λειτουργία και της ρενίνης και της HIV-1 
πρωτεάσης. Η αναστολή της ρενίνης είχε μη-ανταγωνιστικό (non-competitive) 
χαρακτήρα, καθώς τα ιόντα ψευδαργύρου δεν εμποδίζουν την πρόσδεση στο 
ενεργό κέντρο του υποστρώματος, αλλά αναστέλλουν τη λειτουργία του 
ενζύμου. Αντίθετα στην ιική πρωτεάση η αναστολή ήταν ανταγωνιστική 
(competitive)/ μη-ανταγωνιστική. Και στις δύο περιπτώσεις πάντως, η 
αναστολή της λειτουργίας ήταν άμεσα εξαρτώμενη από το pH όπως και σε 
άλλα μέλη της οικογένειας (πχ πεπσίνη). 
 Αυτές οι δομικές και λειτουργικές ομοιότητες μας οδηγούν στην υπόθεση 
πως τα κοινά χαρακτηριστικά τους θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν στο 
σχεδιασμό νέων καινοτόμων φαρμάκων με διπλή δράση. Αυτή η προσέγγιση 
περιγράφεται αναλυτικότερα στο Κεφάλαιο 7 όπου εξετάζεται διεξοδικά η 
δράση των εμπορικών αναστολέων νταρουναβίρης (HIV-1 πρωτεάσης) και 
αλισκιρένης (ρενίνης) στα δύο ένζυμα.79 Επίσης, στην ίδια εργασία γίνεται 
ανάλυση και για το συσχετισμό λειτουργικων χαρακτηριστικών της ρενίνης και 
της HIV-1 πρωτεάσης μέσω του κοινού μηχανισμού δράσης του φαρμάκου 
καναγλιφλοζίνης (canagliflozin). 
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(α) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(β) 
 
 
 
Εικόνα 1.8: (α) Υπέρθεση των δομών της ρενίνης (πράσινο) και της HIV-1 
πρωτεάσης (μωβ). Πάνω αριστερά παρουσιάζεται η υπέρθεση των πτερυγίων 
από τα δύο ένζυμα, ρενίνη (κόκκινο) και HIV-1 πρωτεάση (κίτρινο). Τέλος, 
πάνω δεξιά, είναι το ενεργό κέντρο της ρενίνης (μπλε) και του ιικού ενζύμου 
(κόκκινο) και (β) σύγκριση της αλληλουχίας των αμινοξέων στην περιοχή του 
ενεργού κέντρου –με σκούρα γράμματα εμφανίζεται η καταλυτική τριάδα Asp-
Thr-Gly. 
 
  
1.4  Μοριακή μοντελοποίηση και ορθολογικός σχεδιασμός φαρμάκων 
 Είναι εμφανές, πως οι υπολογιστικές μελέτες αποτελούν ένα σημαντικό 
όπλο στο σχεδιασμό καινοτόμων φαρμακευτικών μορίων. Με τη συμβολή των 
συνεχώς αναπτυσσόμενων υπολογιστικών προγραμμάτων καθώς και κλάδων 
όπως η στατιστική, η βιοχημεία και η βιολογία, έχει γίνει δυνατή η θεωρητική 
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προσομοίωση διαφόρων βιολογικών και χημικών διεργασιών. Στη 
φαρμακευτική χημεία είναι απαραίτητο να μπορούμε να προβλέψουμε τις 
ιδιότητες νέων ουσιών και τη συμπεριφορά τους στα διαφορετικά βιολογικά 
συστήματα. Η ανάλυση των διαφορετικών αλληλεπιδράσεων μεταξύ πιθανών 
φαρμακευτικών μορίων και των αντίστοιχων στόχων προσφέρει δυνατότητες 
ορθολογικού σχεδιασμού καινοτόμων φαρμακευτικών μορίων σε μικρότερο 
χρονικό διάστημα και συνεπώς με μικρότερο κόστος. 
 Η χρήση τεχνικών όπως η μέθοδος Ποσοτικών Σχέσεων Δομής-
Δράσης (Quantitative Structure-Activty Relationships– QSAR) και η μοριακή 
δυναμική (ΜΔ) προσφέρουν τη δυνατότητα για σχεδιασμό νέων αναστολέων 
και την αξιολόγηση της βιολογικής τους δράσης (βλ. Κεφάλαιο 4).80 Όπως 
αναφέρεται και στο Κεφάλαιο 4 (Ενότητα 4.1), μια ομάδα ουσιών με ιδιαίτερες 
φυσικοχημικές ιδιότητες είναι τα φουλερένια. Αρκετά παράγωγα των 
φουλερενίων έχουν προταθεί ως αναστολείς της HIV-1 πρωτεάσης. Στην 
παρούσα μελέτη, η χρήση διαφορετικών υπολογιστικών μεθόδων οδηγεί στο 
σχεδιασμό νέων φουλερενικών παραγώγων με ισχυρότερη ανασταλτική 
δράση στην πρωτεάση. Επίσης η χρήση υπολογιστικών τεχνικών (ΜΔ, ΜΜ–
PBSA, TI) μπορεί να συμβάλλει στην βαθύτερη κατανόηση των 
αλληλεπιδράσεων μεταξύ φαρμάκων και των αντίστοιχων μορίων–στόχων 
(βλ. Κεφάλαια 5 και 6).72,81 Τα αποτελέσματα των μελετών μπορεί να 
χρησιμοποιηθούν για την  περαιτέρω αξιολόγηση και σύγκριση μεταξύ 
συγγενών πρωτεϊνών, όπως είναι η ρενίνη και η HIV-1 πρωτεάση. 
Αποτέλεσμα αυτής της διαδικασίας είναι η μελέτη της διασύνδεσης 
διαφορετικών ασθενειών και ο σχεδιασμός ή ανακάλυψη καινοτόμων μορίων 
με διπλή δράση, με απώτερο στόχο την αποφυγή της πολυφαρμακίας και των 
αρνητικών συνεπειών της στους ασθενείς (βλ Κεφάλαιο 7).79 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 
ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ 
 
 2.1   Μοριακή μοντελοποίηση και φαρμακευτικός σχεδιασμός 
 Ένα σημαντικό τμήμα της σχεδίασης νέων φαρμάκων αποτελεί  η 
μελέτη της πρόσδεσης στον υποδοχέα χρησιμοποιώντας μια σειρά τεχνικών. 
Στην παρούσα διατριβή, θα διερευνήσουμε τον τρόπο πρόσδεσης 
επιλεγμένων μορίων/φαρμάκων σε πρωτεΐνες που εντάσσονται στην 
οικογένεια των ασπαρτικών πρωτεασών χρησιμοποιώντας ένα σύνολο 
υπολογιστικών τεχνικών. 
 Οι περισσότερες χημικές ουσίες που χρησιμοποιούνται ως φάρμακα 
είναι μη πεπτιδικής μορφής. Οι ουσίες αυτές (προσδέτες στους υποδοχείς) 
είναι δυνατό  να παράγονται είτε από κάποιον οργανισμό (πχ μύκητες) ή να 
συντίθενται στο εργαστήριο.  Προγράμματα μοριακής πρόσδεσης ή μοριακής 
δυναμικής μπορούν να συμβάλλουν στη σχεδίαση νέων και καινοτόμων 
φαρμάκων, λόγω της δυνατότητας προσομοίωσης των αλληλεπιδράσεων των 
φαρμακευτικών ουσιών με τα ενεργά κέντρα των πρωτεϊνικών υποδοχέων. Οι 
διαφορετικές αλληλεπιδράσεις διαχωρίζονται κυρίως σε: ηλεκτροστατικές, 
υδροφοβικές, van der Waals, δεσμοί υδρογόνου και μη πολικές. Εκτίμηση των 
παραπάνω αλληλεπιδράσεων μεταξύ της υπό έρευνα φαρμακευτικής ουσίας 
και του ενεργού κέντρου την πρωτεΐνης, συμβάλλει στην κατανόηση του 
τρόπου δράσης του φαρμάκου και καθιστά δυνατή τη βελτίωση της. 
 
2.2   Αλγόριθμοι προγραμμάτων μοριακής πρόσδεσης 
 Τα προγράμματα που έχουν αναπτυχθεί για την προσομοίωση 
πρόσδεσης χωρίζονται σε δύο βασικές κατηγορίες: (α) αυτά που 
χρησιμοποιούν μεθόδους συνταιριασμού (matching methods) και (β) αυτά 
που χρησιμοποιούν προσομοίωση πρόσδεσης (docking simulation 
methods).82,83 
 Η διαφορά αυτών των δύο προσεγγίσεων έγκειται στον τρόπο με τον 
οποίο προσδιορίζουν την διαδικασία πρόσδεσης. Στις μεθόδους 
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συνταιριασμού δημιουργούμε ένα μοντέλο του ενεργού κέντρου της 
πρωτεΐνης, στο οποίο περιλαμβάνονται τμήματα που μπορούν να 
δημιουργήσουν δεσμούς υδρογόνου καθώς και τμήματα τα οποία δεν 
εμφανίζουν στερεοχημικά εμπόδια. Επίσης, στη συγκεκριμένη διαδικασία, ο 
προσδέτης «τεμαχίζεται» σε μικρότερα τμήματα (anchors). Έτσι, γίνεται εφικτή 
η γεωμετρική αντιπαραβολή του με το κέντρο πρόσδεσης. Η διαδικασία αυτή 
εμφανίζεται στο πρόγραμμα DOCK 6.4.84,85 Το συγκεκριμένο πρόγραμμα είναι 
χρήσιμο στο γρήγορο έλεγχο μεγάλων βάσεων δεδομένων χημικών ουσιών 
(πχ  βάση δεδομένων ZINC)86 για την εύρεση ουσιών που μπορεί να έχουν 
σημαντικές φαρμακοχημικές ιδιότητες. 
 Τα τμήματα του προσδέτη περιλαμβάνουν άκαμπτους δεσμούς και 
συνδέονται μεταξύ τους μέσω ευέλικτων δεσμών (rotable) όπως παριστάνεται 
στην Εικόνα 2.1α. Στη συνέχεια ο αλγόριθμος ιεραρχεί τα τμήματα ανάλογα με 
τον αριθμό των ατόμων που περιλαμβάνονται, εξαιρώντας τα υδρογόνα. Ο 
αριθμός των τμημάτων καθώς και των ατόμων κάθε τμήματος μπορεί να 
οριστεί είτε από το χρήστη είτε αυτόματα από το πρόγραμμα. 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 2.1: Παράδειγμα του τρόπου διαχωρισμού του προσδέτη σε τμήματα 
από το DOCK. Ο προσδέτης 4-ακέτυλο-βενζουδραζίδιο χωρίζεται στο 
άκαμπτο τμήμα 1 και στα ευέλικτα τα τμήματα 2 και 3.  
  
 Ο αλγόριθμος στη συνέχεια ελέγχει το κάθε τμήμα ξεχωριστά μέσα στην 
κοιλότητα πρόσδεσης. Η διαδικασία περιλαμβάνει τη γεωμετρική τοποθέτηση 
του πρώτου τμήματος, τον έλεγχο των διαμορφώσεων του και την ενέργεια 
αλληλεπίδρασης του. Στη συνέχεια προστίθεται το επόμενο τμήμα ώστε να 
δημιουργηθεί μεγαλύτερο δομικό τμήμα του μορίου και επαναλαμβάνεται η 
παραπάνω διαδικασία, μέχρι τη συμπλήρωση των δομικών τμημάτων που 
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απαρτίζουν το μόριο. Οι διαφορετικές διαμορφώσεις που παράγονται 
ελέγχονται και επιλέγεται αυτή με την μεγαλύτερη επίδοση (scoring). 
 Η ενέργεια πρόσδεσης ενός μορίου υπολογίζεται  με τη χρήση του 
λογισμικού DOCK  και συγκεκριμένα της εξίσωσης:87 
 
,                                                       (2.1) 
 
όπου η ενέργεια είναι το διπλό άθροισμα ηλεκτροστατικών και στερικών 
αλληλεπιδράσεων ατόμων i και j του προσδέτη και του υποδοχέα, αντίστοιχα. 
Α και Β αποτελούν σταθερές απώθησης και έλξης, ενώ ο όρος 1/ε εκφράζει 
την επιρροή της διηλεκτρικής σταθεράς του μέσου. Οι αλληλεπιδράσεις που 
οφείλονται σε δεσμούς υδρογόνου υπολογίζονται με βάση γεωμετρικά 
κριτήρια (γωνία, απόσταση).88 
 Στο λογισμικό DOCK ο ορισμός του ενεργού κέντρου της πρωτεΐνης 
γίνεται χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα sphgen.89 Από τον αλγόριθμο 
δημιουργείται ένα σύνολο σφαιρών, οι οποίες χρησιμοποιούνται για τον 
ορισμό είτε ενός μορίου (πχ του προσδέτη) είτε μιας επιφάνειας (Εικόνα 2.2α). 
Η διαδικασία για τον προσδέτη που περιγράφηκε πιο πάνω ακολουθείται για 
την περιοχή που ορίζεται από τις εν λόγω σφαίρες (Εικόνα 2.2β). 
 Tα προγράμματα που ακολουθούν τη δεύτερη μέθοδο παρουσιάζουν μια 
διαφορετική προσέγγιση. Σε αυτήν την περίπτωση, το μόριο προσδέτης 
ελέγχεται με μεγαλύτερη ακρίβεια στο κέντρο πρόσδεσης. Πιο συγκεκριμένα 
στην προσομοίωση, ο προσδέτης πλησιάζει την πρωτεΐνη και «ψάχνει» γενικά 
τον ευνοϊκότερο ενεργειακά τρόπο πρόσδεσης ερευνώντας όλες τις δυνατές 
θέσεις, τον προσανατολισμό και τις διαφορετικές δομές μέχρι να βρει την 
καταλληλότερη θέση πρόσδεσης. Επίσης η συγκεκριμένη μέθοδος 
προσομοιάζει τον προσδέτη ως ελαστικό σώμα (flexible body) όσον αφορά 
στον υπολογισμό της ενέργειας πρόσδεσης. Συνέπεια αυτής της μεθόδου 
είναι η αύξηση του υπολογιστικού χρόνου. Ένα από τα πλεονεκτήματα της 
μεθόδου είναι η παροχή δυνατότητας στους ερευνητές να ελέγχουν 
αποτελεσματικότερα τις αλληλεπιδράσεις προσδέτη-κέντρου πρόσδεσης, 
καθώς επίσης και την επίδραση της αλλαγής λειτουργικών ομάδων του μορίου 
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προσδέτη. Παραδείγματα τέτοιων προγραμμάτων είναι το AUTODOCK90 και 
το ArgusLab.91 
 
(α)                                                  (β) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 2.2: Σχηματική αναπαράσταση (α) της επιφάνειας της HIV-1 
πρωτεάσης και (β) του κέντρου πρόσδεσης αποτελούμενο από έξι άτομα 
(κόκκινο). Οι πράσινες σφαίρες αποτελούν τα σημεία επαφής στην επιφάνεια 
(μαύρο). 
 
 Στους γενετικούς αλγόριθμους η πρόσδεση αντιμετωπίζεται ως ένα 
πρόβλημα με πολλούς βαθμούς ελευθερίας. Ο προσδέτης τοποθετείται σε 
τυχαίες συντεταγμένες και ο αλγόριθμος στη συνέχεια ελέγχει πιθανές, 
μετατοπίσεις και διαμορφώσεις του μορίου, με τελικό στόχο την εύρεση της 
βέλτιστης διαμόρφωσης.92 Ο τρόπος πρόβλεψης της ενέργειας πρόσδεσης 
βασίζεται στο διαχωρισμό της σε διακριτές συνιστώσες: 
 
ΔGπρόσδεσης= ΔGvdW+ ΔGυδροφοβική+ ΔGδεσμοί-Η+ ΔGδεσμοί-Η* +ΔGπαραμόρφωσης +ΔS0               (2.2) 
*Δεσμοί-Η που περιλαμβάνουν φορτισμένους δότες και/ ή ομάδες δέκτες. 
 
 Οι συνολικές αλληλεπιδράσεις van der Waals συμπεριλαμβάνονται στο 
γενικό όρο ΔGvdW. Οι υπόλοιποι όροι αναφέρονται στην υδροφοβική 
επίδραση, στους δεσμούς Η μεταξύ των μορίων, στις παραμορφώσεις των 
μορίων (ΔGπαραμόρφωσης) καθώς και στην επίδραση της κινητικής και 
περιστροφικής απώλειας εντροπίας (ΔS0).
92  
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 Με τη χρήση των προγραμμάτων αυτών, συνήθως, ελέγχονται οι 
διάφορες θέσεις και μορφές του προσδέτη κατά τη διάρκεια της 
προσομοίωσης. Ουσιαστικά γίνεται μια στατιστική επιλογή των ευνοϊκότερων 
ενεργειακά θέσεων και μορφών του προσδέτη και οι κύκλοι 
επαναλαμβάνονται μέχρι να εκπληρωθούν τα κριτήρια που θέτει ο ερευνητής. 
Στους γενετικούς αλγόριθμους η διαδικασία ξεκινά με τη δημιουργία ενός 
τυχαίου πληθυσμού διαμορφώσεων, τον αριθμό των οποίων ορίζει ο 
χρήστης.93 Κάθε διαμόρφωση λαμβάνει μια ομοιόμορφα κατανεμημένη, 
τυχαία τιμή (x,y,z) στο χάρτη του πλέγματος (grid map). Επίσης ο αλγόριθμος 
ορίζει τον προσανατολισμό, που αποτελείται από τυχαία αποδιδόμενες τιμές 
καθώς και τυχαίες γωνίες περιστροφής και δίεδρες γωνίες μεταξύ -180° και 
+180°. Μετά τη δημιουργία του αρχικού πληθυσμού, ακολουθείται μια 
επαναληπτική διαδικασία (loop) με την παραγωγή γενεών, είτε μέχρι να 
συμπληρωθεί ο μέγιστος αριθμός γενεών, που έχει οριστεί, είτε μέχρι να 
υπολογιστεί ο μέγιστος αριθμός ενεργειακών εκτιμήσεων.94 
 Στη διαδικασία, αξιολογείται πρώτα η καταλληλότητα (fitness) της κάθε 
διαμόρφωσης ξεχωριστά, η οποία αποτελείται από το σύνολο των 
διαμοριακών αλληλεπιδράσεων μεταξύ του προσδέτη και της πρωτεΐνης και 
των ενδομοριακών αλληλεπιδράσεων του προσδέτη. Στη συνέχεια ακολουθεί 
η επιλογή της ευνοϊκότερης ενεργειακά διαμόρφωσης, που θα αναπαραχθεί 
στην επόμενη γενιά σύμφωνα με τον τύπο: 
 
                                                           (2.3) 
 
όπου n είναι ο ακέραιος αριθμός των διαμορφώσεων,   η καταλληλότητα,   
η μικρότερα ευνοϊκότερη ενεργειακά τιμή στην τελευταία N γενιά (ο αριθμός Ν 
ορίζεται από τον χρήστη) και  είναι η μέση καταλληλότητα του 
πληθυσμού.83,94 Ένας επιπλέον παράγοντας, ο οποίος μπορεί να 
προσδιοριστεί από τον χρήστη είναι ο παράγοντας του εκλεκτισμού (elitism 
factor). Στη συγκεκριμένη ακέραια παράμετρο ορίζονται πόσες από τις 
ευνοϊκότερες ενεργειακά διαμορφώσεις θα επιβιώσουν στην επόμενη γενιά. 
Το τελευταίο βήμα σε αυτή τη διαδικασία είναι ο ορισμός των διαστάσεων (x, 
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y, z) ενός τρισδιάστατου κουτιού έτσι ώστε να περιλαμβάνεται όλη η περιοχή 
που επιθυμούμε να εξετάσουμε (Εικόνα 2.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 2.3: Σχηματική αναπαράσταση επιλογής του κέντρου πρόσδεσης της 
ρενίνης με το πρόγραμμα ArgusLab. Με κίτρινο χρώμα αναπαριστώνται τα 
αμινοξέα που αποτελούν το ενεργό κέντρο Asp38/225-Thr39/226-Gly40/227 
και με μαύρο ένα κουτί διαστάσεων 25 x 25 x 25 Å3 με το οποίο ορίζεται η 
περιοχή πρόσδεσης. 
 
 Όσον αφορά στις παραμέτρους που περιέχουν οι αλγόριθμοι, μπορεί να 
παρατηρηθούν διαφορές μεταξύ υπολογισμένων και πειραματικών τιμών. 
Αυτές οι διαφορές μπορεί να οφείλονται σε εντροπικές συνεισφορές από τις 
αλυσίδες της πρωτεΐνης και από τις διαμορφωτικές αλλαγές της, όπως επίσης 
και σε περιβαλλοντικές συνεισφορές, οι οποίες δεν είναι δυνατόν να 
συμπεριληφθούν στις παραμέτρους των αλγορίθμων. Στην παρούσα εργασία, 
χρησιμοποιήθηκαν τα δύο αυτά προγράμματα (DOCK, ArgusLab) για τους 
υπολογισμούς των ενεργειών πρόσδεσης. 
 
 
2.3 Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης (Quantitative Structure–Activity 
Relationships, QSAR)  
 Παράλληλα με τα προγράμματα μοριακής πρόσδεσης, έχουν αναπτυχθεί  
και διάφορες μέθοδοι που δίνουν τη δυνατότητα να μελετηθεί η επίδραση της 
δομής ενός μορίου σε βιολογικά συστήματα. Μία από αυτές είναι η μέθοδος 
QSAR, με την οποία δύναται να εκτιμηθεί η δραστικότητα μιας συγκεκριμένης 
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δομής ή ενός συνόλου μορίων με παρόμοια δομικά χαρακτηριστικά. Πιο 
συγκεκριμένα, ερευνάται η σχέση επιλεγμένων ιδιοτήτων των μορίων με τη 
βιολογική τους δράση.95,96 Τελικός στόχος της τεχνικής είναι η δημιουργία μιας 
ομάδας σχέσεων με στόχο την αξιολόγηση νέων χημικών ενώσεων όσον 
αφορά τη δράση τους. Η μαθηματική αποτύπωση ενός μοντέλου QSAR έχει 
τη γραμμική μορφή: 
 
Βιολογική δράση= Σταθερά + (C1*P1)+ (C2*P2)+….+ (Cn*Pn)                      (2.4) 
 
 Οι παράμετροι Ρ1–Ρn εκφράζουν συγκεκριμένες ιδιότητες των 
επιλεγμένων μορίων (πχ διαλυτότητα) που μπορούν να συσχετιστούν με τη 
βιολογική δράση τους. Οι τιμές αυτές υπολογίζονται είτε πειραματικά είτε 
θεωρητικά, για κάθε ένα από τα μόρια. Αντίστοιχα, οι σταθερές (Cn) 
υπολογίζονται με στατιστικές μαθηματικές τεχνικές προσαρμογής (fitting). 
Είναι φανερό από την εξίσωση 4 ότι ένα μοντέλο QSAR συσχετίζει τη 
βιολογική δράση μιας ομάδας ουσιών με υπολογισμένες ή πειραματικές τιμές 
συγκεκριμένων ιδιοτήτων τους.97,98 
 Για να είναι ένα μοντέλο QSAR αξιόπιστο θα πρέπει κατά τη δημιουργία 
του να χρησιμοποιηθεί ένα μεγάλο εύρος καλά κατανεμημένων τιμών 
βιολογικής δράσης. Αυτές θα πρέπει να ποικίλουν μεταξύ υψηλών έως πολύ 
χαμηλών τιμών δραστικότητας. Στο σημείο αυτό θα πρέπει να τονίσουμε ότι η 
ανάπτυξη ενός μοντέλου QSAR είναι άμεσα συνυφασμένη με το είδος και τον 
τρόπο διεξαγωγής των μετρήσεων βιολογικής δραστικότητας. Απαραίτητο 
στοιχείο για την ανάπτυξη ενός ικανοποιητικού μοντέλου QSAR, είναι η 
προσεκτική επιλογή των δεδομένων. Υπάρχουν δηλαδή περιπτώσεις, όπου οι 
αρχικές μετρήσεις δε μπορούν να χρησιμοποιηθούν αυτούσιες για τη 
δημιουργία του μοντέλου. Καθώς στη μέθοδο QSAR συσχετίζεται η δομή με 
τη δραστικότητα ενός μορίου, οι μετρήσεις θα πρέπει να μετατραπούν σε τιμές 
που να εκφράζουν αυτή τη σχέση,97,99,100 όπως είναι η αρνητική λογαριθμική 
κλίμακα της σταθερά αναστολής (IC50).  
 Οι παράμετροι που μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε ένα μοντέλο 
QSAR είναι αρκετές, όπως φυσικο-χημικές σταθερές ή ακόμα και αντίστοιχες 
τιμές που προέρχονται από κβαντικούς υπολογισμούς (π.χ. ΕLUMO και ΕHOMO, 
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όπου Ε είναι η ενέργεια των αντίστοιχων: LUMO-Lowest Unoccupied 
Molecular Orbital, και HOMO-Highest Occupied Molecular Orbital).101-103 Η 
ισχυρή συσχέτιση ιδιότητας-δραστικότητας αυξάνει την ποιότητα των 
προβλέψεων του μοντέλου QSAR.104  
 Η δημιουργία ενός χρηστικού μοντέλου QSAR προϋποθέτει ορισμένες 
παραδοχές. Από τις σημαντικότερες είναι ότι οι ιδιότητες πρέπει να 
υπολογίζονται ή να μετρούνται με ευκολία.105 Επίσης, οι ιδιότητες του 
συνόλου ουσιών που χρησιμοποιούνται, πρέπει να εμφανίζουν μεγάλη 
διακύμανση (variation). Η χρησιμοποίηση των διαφόρων παραμέτρων 
επιβάλλεται να γίνει με στατιστική γραμμική ανάλυση παλινδρομικά –μέθοδος 
ελαχίστων τετραγώνων– ώστε να παρουσιάζεται σωστά η επίδρασή τους. Η 
απόκλιση στα αποτελέσματα υπολογίζεται από την τιμή συσχετίσεως 
(correlation coefficient) R, σύμφωνα με την εξίσωση: 
 
                                                                                  (2.5) 
 
όπου ψi είναι οι παρατηρούμενες τιμές και fi είναι οι τιμές που παράγονται από 
το θεωρητικό μοντέλο (best fit line). 
 Μια από τις προσεγγίσεις για τη δημιουργία ενός μοντέλου QSAR είναι η 
μέθοδος CoMFA (Comparative Molecular Field Analysis- Συγκριτική Ανάλυση 
Μοριακών Πεδίων).106 Η μέθοδος βασίζεται στη γνώση βιολογικής 
δραστικότητας και στην τρισδιάστατη δομή μίας χημικής ένωσης. 
Χρησιμοποιώντας το συγκεκριμένο μοντέλο ο ερευνητής ορίζει στη σειρά των 
χημικών ενώσεων κοινά δομικά χαρακτηριστικά, που θα χρησιμοποιηθούν 
ώστε να γίνει ευθυγράμμιση όλων των χημικών ενώσεων της ομάδας. 
Ακολούθως, υπολογίζονται τα διαφορετικά στοιχεία των δομών, όπως η 
ηλεκτροστατική και η στερική επίδραση στο δυναμικό πεδίο μοριακής 
μηχανικής. Οι εξισώσεις που παράγονται με αυτόν τον τρόπο είναι: 
 
Τμήμα1 = Σταθερά1 + a1(στερικήxyz) + b1(στερικήxyz) + ... + a'1(ηλεκτροστ.xyz) + b'1(ηλεκτροστ.xyz) + ... 
Τμήμα2 = Σταθερά2 + a2(στερικήxyz) + b2(στερικήxyz) + ... + a'2(ηλεκτροστ.xyz) + b'2(ηλεκτροστ.xyz) + ... 
Τμήμαn = Σταθεράn + an(στερικήxyz) + bn(στερικήxyz) + ... + a'n(ηλεκτροστ.xyz) + b'n(ηλεκτροστ.xyz) + ..(2.6) 
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 Στην εξίσωση 2.6 οι στερικές αλληλεπιδράσεις μέσα στο μοντέλο CoMFA 
υπολογίζονται σύμφωνα με το δυναμικό Lennard-Jones, ενώ οι 
ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις υπολογίζονται σύμφωνα με το δυναμικό 
Coulomb. Για την έγκυρη ανάλυση των αποτελεσμάτων χρησιμοποιούμε 
στατιστικές μεθόδους, όπως είναι η μέθοδος μερικών ελάχιστων τετραγώνων 
(Partial Least Squares-PLS). Στη συγκεκριμένη στατιστική ανάλυση 
λαμβάνεται υπόψη ότι οι στερικές και ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις σε 
γειτονικά σημεία ενός μορίου είναι παρόμοιες με συνέπεια να περιορίζεται ο 
αριθμός των παραμέτρων (Εξίσωση 2.6–an). Έτσι οι σταθερές που 
παράγονται με την ομάδα εξισώσεων 6 είναι άμεσα συνδεδεμένες με τη θέση 
και γίνεται εφικτή η εύρεση ενός μοτίβου (pattern) για τη σειρά των χημικών 
μορίων. Το μοντέλο καθώς και η αξιοπιστία του επικυρώνονται με τη 
διαδικασία διασταυρωμένης επικύρωσης (cross-validation). Η διασταύρωση 
διαφέρει από τις συνήθεις μεθόδους επειδή σ’ αυτή ελέγχεται η αξιοπιστία 
ενός μοντέλου στηριζόμενο στο πόσο καλά προβλέπει τα δεδομένα. Πιο 
συγκεκριμένα, χρησιμοποιώντας τη μέθοδο “leave-one-out” (LVO), 
δημιουργείται ένα μοντέλο από Ν-1 ουσίες και η νιοστή (Ν) ένωση 
προβλέπεται. Η αποδοτικότητα του μοντέλου ελέγχεται από το 
διασταυρούμενο συντελεστή συσχέτισης rcv
2 που ορίζεται ως: 
 
rcv
2 = (SD-Press)/SD,                                                                                   (2.7) 
 
SD είναι το άθροισμα τετραγώνων αποκλίσεων για κάθε ιδιότητα από το μέσο 
όρο. Press (PREdictive Sum of Squares- Προβλεπόμενο άθροισμα 
τετραγώνων) είναι το άθροισμα των διαφορών μεταξύ των παρατηρούμενων 
και των προβλεπόμενων τιμών εις το τετράγωνο όταν μια ένωση δεν 
περιλαμβάνεται. Οι τιμές για το διασταυρούμενο συντελεστή συσχέτισης rcv
2 
κυμαίνονται μεταξύ -1 και 1. Αρνητικές τιμές υποδεικνύουν πως η βιολογική 
δραστικότητα μια ένωσης, όπως προβλέπεται από το μοντέλο δεν είναι 
αξιόπιστη. Τα αποτελέσματα του τελικού μοντέλου παρουσιάζονται ως 
ισοϋψείς καμπύλες (contour maps). Στα συγκεκριμένα διαγράμματα 
εμφανίζονται τα τμήματα της χημικής ένωσης τα οποία επιδρούν στη 
δραστικότητα της, είτε αυξάνοντας είτε μειώνοντάς τη (Εικόνα 2.4). 
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Εικόνα 2.4: Παράδειγμα μιας ισοϋψούς καμπύλης ενός μοντέλου QSAR. Το 
κόκκινο χρώμα συμβολίζει τις περιοχές με ηλεκτροστατική επίδραση στη 
μείωση της δραστικότητας, ενώ με μπλε χρώμα είναι οι περιοχές που 
αυξάνουν τη δραστικότητα λόγω ηλεκτροστατικής αλληλεπίδρασης 
(αριστερά). Αντίθετα οι στερικές επιδράσεις χρωματίζονται με πράσινο χρώμα 
όσες αυξάνουν και με κίτρινο όσες μειώνουν τη δραστικότητα της χημικής 
ένωσης (δεξιά). 
 
 
 Παρόμοια μεθοδολογία ακολουθείται και στην ανάπτυξη του μοντέλου 
CoMSIA (Comparative Molecular Similarity Indices Analysis).107 Η διαφορά 
του έγκειται στη χρήση δεικτών ομοιότητας (similarity indices) για τον 
υπολογισμό των διαφορετικών παραμέτρων αντί για μοριακά πεδία. Η 
ανάπτυξη της συγκεκριμένης τεχνικής έγινε για την αποφυγή προβλημάτων 
που παρατηρήθηκαν στη μέθοδο CoMFA.108 Για παράδειγμα η επίδραση της 
εντροπίας δε λαμβάνεται υπόψη, ή λαμβάνεται υπόψη κατά τρόπο μη 
ικανοποιητικό, ενώ τα δυναμικά Lennard-Jones και Coulomb παρουσιάζουν 
μοναδικότητες –singularities- στη θέση των ατόμων.107 Επίσης κατά την 
ανάπτυξη ενός μοντέλου CoMSIA λαμβάνονται υπόψη, πλην των 
ηλεκτροστατικών και στερικών αλληλεπιδράσεων, τις υδροφοβικές 
συνεισφορές καθώς και η επίδραση δεσμών υδρογόνου. 
 Είναι γενικά παραδεκτό πως τα μοντέλα 3D-QSAR στηρίζονται σε 
υποθέσεις όπως:104 
(α) Το μόριο προσδέτης, και όχι τα μεταβολικά προϊόντα ή κάποια παράγωγά 
του έχουν βιολογική δράση 
(β) Η γεωμετρία του κέντρου πρόσδεσης θεωρείται σταθερή 
(γ) Το κέντρο πρόσδεσης είναι το ίδιο για όλα τα υπό έρευνα μόρια 
(δ) Το σύστημα υπό μελέτη θεωρείται πως βρίσκεται σε ισορροπία 
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(ε) Η επίδραση του διαλύτη, η θερμοκρασία, η διασπορά, το pH, η 
συγκέντρωση αλάτων και διάφοροι άλλοι παράγοντες που μπορεί να 
επηρεάζουν την ενέργεια πρόσδεσης δε λαμβάνονται υπόψη. 
 
2.4 Μοριακή Δυναμική (ΜΔ).  
 Για την καλύτερη δυνατή περιγραφή της δυναμικής και την κατανόηση 
των αλληλεπιδράσεων σε μεγάλα συστήματα έχουν αναπτυχθεί υπολογιστικές 
μέθοδοι οι οποίες προσφέρουν σημαντικά πλεονεκτήματα και συμπληρώνουν 
τα στοιχεία που συλλέγονται μέσω άλλων πειραματικών τεχνικών. Από τις 
βασικότερες τεχνικές in silico προσομοιώσεων είναι η μοριακή δυναμική και η 
μέθοδος Monte Carlo (MC).109 Η διαφορά των δύο τεχνικών βρίσκεται στον 
τρόπο υπολογισμού των ιδιοτήτων ενός συστήματος. Για παράδειγμα, η 
μέθοδος MC είναι καταλληλότερη για συστήματα σε αέρια φάση. Αντίθετα, η 
μέθοδος ΜΔ χρησιμοποιείται κυρίως για βιολογικά συστήματα όπου τα μόρια 
εμφανίζουν πολλούς βαθμούς ελευθερίας που επηρεάζουν την δυναμική τους. 
Το σημαντικότερο πλεονέκτημα της ΜΔ σε σχέση με τη μέθοδο MC είναι η 
δυνατότητα υπολογισμού δυναμικών ιδιοτήτων (πχ ιδιότητες που εξαρτώνται 
από το χρόνο). Σε πολλές περιπτώσεις, οι δύο αυτές μέθοδοι μπορεί να 
χρησιμοποιηθούν συμπληρωματικά. Κατά συνέπεια υπάρχει μια πληθώρα 
μεθόδων που συνδυάζουν στοιχεία από τις δύο προαναφερόμενες τεχνικές 
110.  
 Η δυνατότητα πρόβλεψης διαφόρων διαμορφώσεων αλλά και 
ενεργειακών καταστάσεων ενός μορίου αποτελεί σημαντικό εργαλείο στη 
σχεδίαση και σύνθεση νέων και αποτελεσματικότερων ουσιών με βιολογική 
δράση. Η τεχνική ΜΔ αναπτύχθηκε με σκοπό να συμβάλλει στην 
ουσιαστικότερη κατανόηση των διαμορφωτικών ιδιοτήτων της χημικής δομής 
και των διαφόρων μηχανισμών που επηρεάζουν χημικές ουσίες ή χημικές 
αντιδράσεις. Επίσης μπορεί να συμβάλλει στην κατανόηση μηχανισμών 
χημικών αντιδράσεων όσον αφορά διάφορες μεταβατικές δομές.  
 Με τη βοήθεια της ΜΔ έγινε εφικτή η δημιουργία δυναμικών μοντέλων 
πρωτεϊνικών μορίων και κατά συνέπεια η κατανόηση όπως και η πρόβλεψη 
των μηχανισμών λειτουργίας τους.111,112 Μία στατική απεικόνιση της 
πρωτεΐνης, η οποία προέρχεται από τις συνήθεις πειραματικές μεθόδους 
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απεικόνισης (κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ, NMR), δεν μπορεί να δώσει 
πληροφορίες όσον αφορά τις δυναμικές λειτουργίες της. Για παράδειγμα, η 
στατική απεικόνιση της αιμοσφαιρίνης δε βοηθάει στην κατανόηση του 
μηχανισμού με τον οποίο τα άτομα του οξυγόνου δεσμεύονται από το κέντρο 
πρόσδεσης της αιμοσφαιρίνης.113 Η θεωρητική όμως εξήγηση που 
προτάθηκε, μέσω υπολογισμών ΜΔ, αφορούσε τη δημιουργία οδών 
πρόσβασης του οξυγόνου που διανοίγονται λόγω των θερμικών κινήσεων του 
μορίου της αιμοσφαιρίνης 112-114. 
 Οι γενικές αρχές της ΜΔ μπορούν να συνοψιστούν ως εξής:115 
α) οι πυρήνες και τα ηλεκτρόνια των ατόμων θεωρούνται ενιαία σωματίδια 
πάνω στα οποία ασκούνται δυνάμεις. 
β) οι δεσμοί μεταξύ των ατόμων συμπεριφέρονται ως ελατήρια μεταξύ 
σφαιρών και διέπονται από το νόμο του Hooke. 
γ) η ενέργεια υπολογίζεται ως συνάρτηση των θέσεων των ατόμων στο χώρο 
δ) η αλληλεπίδραση μεταξύ των ατόμων περιγράφεται από τους νόμους της 
κλασσικής μηχανικής.  
 Η ΜΔ βασίζεται σε ένα απλό μοντέλο αλληλεπιδράσεων μέσα σε ένα 
μοριακό σύστημα (σύστημα ατόμων και δεσμών μέσα σε ένα πεδίο 
δυνάμεων). Σε ένα τέτοιο πλαίσιο η συνολική ενέργεια υπολογίζεται ως το 
άθροισμα των δεσμικών και μη δεσμικών αλληλεπιδράσεων. Ουσιαστικά 
γίνεται χρήση των εξισώσεων της κλασσικής μηχανικής για κάθε άτομο του 
συστήματος καθ’ όλη τη χρονική διάρκεια της προσομοίωσης. 
 
,                                                                                 (2.8) 
 
όπου  είναι οι δυνάμεις που ενεργούν πάνω στα άτομα και υπολογίζονται 
από τη δυναμική ενέργεια   όπου rN =(r1, r2,…, rN) είναι η 
συντεταγμένες στο χώρο του κάθε ατόμου. Οι αλγόριθμοι ΜΔ παράγουν 
στιγμιότυπα του συστήματος ως προς το χρόνο, μετά την επίλυση των 
εξισώσεων κίνησης του Νεύτωνα (F=ma, m: μάζα και a=επιτάχυνση). Οι 
δυνάμεις πάνω στα άτομα υπολογίζονται σύμφωνα με το εξίσωση 2.8. 
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2.4.1 Πεδία δυνάμεων μοριακής δυναμικής 
 Για τον υπολογισμό της δύναμης , όπως περιγράφεται στην εξίσωση 
2.8, πρέπει να γνωρίζουμε τη δυναμική ενέργεια του συστήματος. Η δυναμική 
ενέργεια εκφράζεται από το πεδίο δυνάμεων (force field) και έχει τη γενική 
μορφή:  
 
,                                                                                                                      
                                                                                                                               (2.9) 
 
 
όπου οι όροι , και 
εκφράζουν τις δεσμικές αλληλεπιδράσεις, ενώ ο 
όρος  τις μη δεσμικές 
αλληλεπιδράσεις. 
 Η ανάπτυξη διαφορετικών λογισμικών σε συνδυασμό με την ύπαρξη 
πληθώρας συστημάτων (πχ, πρωτεΐνες, μεμβράνες, νουκλεϊκά οξέα), 
οδήγησε στη δημιουργία αρκετών πεδίων δυνάμεων. Η διαφορά τους 
βρίσκεται στην παραμετροποίηση για τον υπολογισμό των αλληλεπιδράσεων. 
Για παράδειγμα τα πεδία δυνάμεων AMBER (Assisted Model Building with 
Energy Refinement)116 και CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular 
Mechanics)117 χρησιμοποιούνται για τον υπολογισμό δυναμικής ενέργειας σε 
πρωτεΐνες, μεμβράνες και νουκλεϊκά οξέα, ενώ το OPLS (Optimized Potentials 
for Liquid Simulations)118 χρησιμοποιείται κυρίως για τις προσομοιώσεις 
κρυστάλλων. 
 
2.4.2 Μη δεσμικές αλληλεπιδράσεις 
 Με τον όρο αυτό περιγράφονται οι αλληλεπιδράσεις ατόμων που δε 
συνδέονται με χημικό δεσμό. Οι μη δεσμικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ ατόμων 
χωρίζονται σε διαφορετικούς όρους όπως παρουσιάζεται στην εξίσωση 2.10: 
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                          (2.10) 
 
 Ο όρος  αντιπροσωπεύει το δυναμικό ενός εξωτερικού πεδίου 
δυνάμεων ή τις επιδράσεις λόγω ύπαρξης περιοριστικών ορίων στο σύστημα. 
Κατά τις προσομοιώσεις μεγάλων συστημάτων (πχ πρωτεϊνών), ο πρώτος 
όρος αγνοείται ενώ δίνεται προσοχή κυρίως στην αλληλεπίδραση ζεύγους 
ατόμων . Αλληλεπιδράσεις μεταξύ τριών ή περισσοτέρων 
ατόμων δε λαμβάνονται υπόψη. Οι μη δεσμικές van der Waals 
αλληλεπιδράσεις ενός ζεύγους ατόμων  υπολογίζονται με το δυναμικό 
Lennard-Jones (εξίσωση 2.11)119 και οι ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις με 
το νόμο Coulomb (εξίσωση 2.12): 
 
                                                              (2.11)  
και 
                                                                             (2.12) 
 
 Στις παραπάνω εξισώσεις,  είναι η απόσταση όπου το δυναμικό 
μεταξύ των δύο ατόμων είναι 0 και  είναι το βάθος του πηγαδιού (Εικόνα 
2.5). Η απόσταση μεταξύ δύο ατόμων εκφράζεται από τον όρο  και στις δύο 
εξισώσεις. Τέλος στην εξίσωση 2.12  είναι τα φορτία των ατόμων και  
η διηλεκτρική σταθερά του κενού.  
 Στην εξίσωση 2.11 ο όρος  εκφράζει την απώθηση κατά Pauli σε 
μικρές αποστάσεις και ο όρος  εκφράζει την έλξη σε μεγάλες αποστάσεις  
και αφορά κυρίως δυνάμεις van der Waals ή δυνάμεις διασποράς 
(dispersion). Οι παράμετροι σ και ε, στην εξίσωση 2.11, καθορίζονται από τις 
θερμοδυναμικές ιδιότητες καθαρών υγρών, ενώ οι ηλεκτροστατικές 
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παράμετροι (εξίσωση 2.12), ορίζονται με τη μέθοδο RESP (περιοριστικό 
ηλεκτροστατικό δυναμικό–restrained electrostatic potential fit model). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Εικόνα 2.5: Γραφική αναπαράσταση του δυναμικού Lennard-Jones, όπου 
παρουσιάζονται και οι σταθερές , και . 
 
 
2.4.3 Δεσμικές αλληλεπιδράσεις 
 Ο όρος αυτός περιγράφει τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ ατόμων που 
συνδέονται με χημικό δεσμό. Η απλούστερη συνάρτηση που περιγράφει τις 
αλληλεπιδράσεις αυτές έχει τη μορφή της εξίσωσης 2.13: 
 
                                                                                             
(2.13) 
 
  είναι συνάρτηση της θέσης r των Ν αλληλεπιδρώμενων ατόμων. 
Οι όροι της εξίσωσης 2.13 παρουσιάζονται στο σχήμα 2.1. Ο πρώτος όρος 
της εξίσωσης 2.13 εκφράζει την αλληλεπίδραση όλων των ατόμων που 
συνδέονται με χημικό δεσμό·  είναι το μήκος του δεσμού, η τιμή 
ισορροπίας του και  είναι η τιμή μιας σταθεράς. Ο δεύτερος όρος είναι το 
άθροισμα των δεσμικών γωνιών. Ο όρος δεσμική γωνία αποδίδει τη γωνία 
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που σχηματίζεται μεταξύ τριών ατόμων Α-Β-Γ, όπου τα Α και Γ σχηματίζουν 
χημικό δεσμό με το Β και είναι και αυτός ένα αρμονικό δυναμικό.  Τέλος, ο 
τρίτος όρος είναι ένα δυναμικό στρέψης και περιγράφει τη μεταβολή της 
ενέργειας καθώς ο κάθε απλός δεσμός περιστρέφεται.  είναι η σταθερά 
στρέψης,  είναι η γωνία στρέψης που σχηματίζεται από τα άτομα,  είναι ο 
αριθμός των ελαχίστων σημείων που παρουσιάζονται στην περιστροφή του 
δεσμού κατά 360º. Τέλος η σταθερά  είναι ο παράγοντας φάσης και ορίζει 
πότε η γωνία στρέψης έχει την ελάχιστη τιμή της. Για τις μονές τιμές του  ο 
παράγοντας  έχει τιμή 0º και για τις ζυγές τιμές έχει τιμή 180º. Οι παράμετροι 
ki, kθ και Vn, προσδιορίζονται από πειραματικά δεδομένα ή με υπολογισμούς 
ab initio. Η προσεγγιστική αυτή τεχνική δίνει ικανοποιητικές προβλέψεις και 
επιτρέπει την ανάλυση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των ατόμων σε ένα 
μακρομοριακό σύστημα (πχ πρωτεΐνη). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 2.1: Σχηματική απεικόνιση των διαφορετικών όρων που εμφανίζονται 
στην εξίσωση 2.12.  
 
 Σε όλους τους υπολογισμούς ΜΔ με το λογισμικό AMBER,120 για την 
αναπαράσταση του νερού χρησιμοποιήσαμε το δυναμικό TIP3P (Transferable 
Intermolecular Potential 3P) όπως περιγράφεται από τους Jorgensen et al. 
(1983).121,122  
 Κατά τη διενέργεια των υπολογισμών ΜΔ στα διάφορα σύμπλοκα 
ακολουθήσαμε σε γενικές γραμμές την ακόλουθη στρατηγική. 
Χρησιμοποιήσαμε τις κρυσταλλικές δομές των πρωτεϊνών, HIV-1 πρωτεάσης 
και ρενίνης, από τη βάση δεδομένων Protein Brookhaven Databank (PDB).123 
Οι κωδικοί για την HIV-1 πρωτεάση είναι: 1AID (Κεφάλαιο 4), 3OXC 
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(Κεφάλαιο 5) και 2IEN (Κεφάλαιο 7) ενώ για τη ρενίνη είναι: 2V0Z (Κεφάλαια 6 
και 7). Λόγω έλλειψης κρυσταλλογραφικών δομών συμπλόκων της HIV-1 
πρωτέασης με φουλερένια, επιλέξαμε τη δομή 1AID, επειδή ο προσδέτης 
1THK έχει παρόμοιο μέγεθος με το φουλερένιο. 
 Αρκετές εργασίες έχουν δημοσιευθεί αναφορικά με την κατάσταση 
(πρωτονιομένη ή όχι) των ασπαρτικών οξέων στο ενεργό κέντρο της HIV-1 
πρωτεάσης και της ρενίνης.76,77,124-126 Είναι γενικά αποδεκτό ότι η φύση των 
ασπαρτικών οξέων (μονοπρωτονιομένα, διπρωτονιομένα ή όχι) παίζει 
σημαντικό ρόλο κατά την πρόσδεση στο ενεργό κέντρο. Στους υπολογισμούς 
μας θεωρήσαμε το ενεργό κέντρο μονοπρωτονιομένο στη θέση 25 για την 
HIV-1 πρωτεάση. Αυτό συμφωνεί με πειραματικές και θεωρητικές 
μελέτες.76,77,126 Αντίστοιχα στη ρενίνη η πρωτονίωση έγινε στο ασπαρτικό οξύ 
στη θέση 38. Το πεδίο δυνάμεων ff99SB116 χρησιμοποιήθηκε για τα ατομικά 
μερικά φορτία και τις παραμέτρους των πρωτεϊνών. Για τις παραμέτρους των 
διαφόρων προσδετών έγινε χρήση του γενικού πεδίου δυνάμεων GAFF 
(General AMBER Force Field)127 και της μεθόδου AM1-BCC (Austin Model 1 
with Bond Charge Correction) για τα ατομικά φορτία.128 Το κάθε σύμπλοκο 
διαλύθηκε σε νερό με τη χρήση του tLeap. Οι ηλεκτροστατικές 
αλληλεπιδράσεις στο σύστημα υπολογίστηκαν με τη μέθοδο PME (Particle 
Mesh Ewald).129 
 Το πρώτο βήμα στη μοριακή δυναμική ήταν η ελαχιστοποίηση της 
ενέργειας των συστημάτων σε δύο στάδια. Στο πρώτο μισό κάθε σταδίου, 
έγινε χρήση της μεθόδου απότομης καταβύθισης «steepest descent» ενώ 
ακολούθως χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος συζυγών βαθμίδων «conjugate 
gradient». Το επόμενο βήμα ήταν η σταδιακή θέρμανση των συμπλόκων (σε 
σταθερό όγκο) από 0 Κ σε 300 Κ μέσα σε διάστημα 100 ps. Ο αλγόριθμος 
SHAKE130 χρησιμοποιήθηκε για τη διατήρηση των δεσμών όπου συμμετέχουν 
υδρογόνα σε απόσταση ισορροπίας. Για τον έλεγχο της θερμοκρασίας έγινε 
χρήση του θερμοστάτη Langevin.131 Η προσομοίωση του συστήματος με 
μοριακή δυναμική είχε χρονική διάρκεια 20 ns και η μέση πίεση του 
συστήματος διατηρήθηκε στο 1 bar.  
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2.5 Ανάλυση ενέργειας με τη χρήση μοριακής μηχανικής PBSA 
(Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann surface area–MM-PBSA)  
 Η ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης (ΔGπρόσδεσης) των διαφορετικών 
συμπλόκων υπολογίστηκε με τη μέθοδο MM-PBSA.132 Συγκεκριμένα, 
υπολογίσαμε την ενέργεια αλληλεπίδρασης στην αέρια φάση με τη χρήση 
μοριακής μηχανικής και στην συνέχεια υπολογίσαμε την ελεύθερη ενέργεια 
διάλυσης με τη χρήση της μεθόδου Poisson-Boltzmann (PB). Η μέθοδος αυτή 
επιτρέπει τον υπολογισμό των αλληλεπιδράσεων διαλύτη και της διαλυμένης 
ουσίας. Η χρήση της επιβάλλεται καθώς δεν είναι εφικτή η ακριβής περιγραφή 
όλων των πιθανών αλληλεπιδράσεων για ένα σύστημα αποτελούμενο από 
μεγάλο αριθμό ατόμων (διαλύτης, διαλυμένη ουσία, ιόντα). Γίνεται λοιπόν 
απαραίτητη η χρήση ενός μοντέλου συνεχούς μέσου, όπου οι διαφορετικές 
ιδιότητες του διαλύτη εκφράζονται ως μέσες τιμές.133 Για τον ακριβέστερο 
υπολογισμό των αλληλεπιδράσεων σε ένα σύστημα δύο ουσιών γίνεται χρήση 
δύο διαφορετικών διηλεκτρικών σταθερών. Μίας μεγάλης για το διαλύτη (πχ 
80,0 στην περίπτωση του νερού) και μιας μικρής για τη διαλυμένη ουσία (πχ 
1,0 για μια πρωτεΐνη). Επίσης, η μη-πολική συνεισφορά στην ελεύθερη 
ενέργεια υπολογίζεται μέσω ενός όρου επιφανείας, που μπορεί να 
διαχωριστεί σε ελκτικές (attractive) και απωστικές αλληλεπιδράσεις.134,135 
 Ο διαχωρισμός της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης σε διαφορετικές 
συνεισφορές (π.χ. ηλεκτροστατικές, van der Waals κ.α.) συμβάλλει στην 
ευκολότερη κατανόηση των αλληλεπιδράσεων στα σύμπλοκα.136,137 
Περιληπτικά η μέθοδος MM-PBSA εκφράζεται από τις παρακάτω εξισώσεις: 
 
ΔGπρόσδεσης = Gσύμπλοκο – (Gπρωτεΐνη+ Gπροσδέτης)                                        (2.14) 
 
Όπου ΔGπρόσδεσης είναι η ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης, Gσύμπλοκο, Gπρωτεΐνη και 
Gπροσδέτης είναι οι αντίστοιχες ελεύθερες ενέργειες για το σύμπλοκο, την 
πρωτεΐνη και τον προσδέτη. Επίσης η ΔGπρόσδεσης δίνεται από τη σχέση: 
 
ΔGπρόσδεσης = ΔH – TΔS                                                                              (2.15) 
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Όπου ΔH και ΔS είναι οι μεταβολές της ενθαλπίας και της εντροπίας, 
αντιστοίχως. Η χρήση του λογισμικού AMBER δίνει τη δυνατότητα του 
υπολογισμού της εντροπίας μέσω της υπορουτίνας nmode.136,138  Η μεταβολή 
της ενθαλπίας του συστήματος δίνεται από την εξίσωση:   
 
ΔH = ΔEMM +ΔGsol                                                                                     (2.16) 
 
Ο όρος ΔEMM ορίζει την ενέργεια αλληλεπίδρασης μεταξύ της πρωτεΐνης και 
του προσδέτη όπως αυτή υπολογίζεται από τη μοριακή μηχανική και  ΔGsol 
είναι η ελεύθερη ενέργεια διάλυσης. Οι όροι ΔEMM και ΔGsol περιγράφονται 
από τις εξισώσεις:  
 
ΔGMM = ΔEelec + ΔEvdW                                                                               (2.17) 
και 
ΔGsol = ΔGPB + ΔGNP,                                                                                                                         (2.18) 
 
όπου ΔEelec και ΔEvdW είναι η ηλεκτροστατική ενέργεια αλληλεπίδρασης και η 
van der Waals ενέργεια αλληλεπιδράσης, αντίστοιχα. ΔGPB είναι η 
ηλεκτροστατική συνεισφορά στην ελεύθερη ενέργεια διάλυσης. Ο 
υπολογισμός του συγκεκριμένου όρου γίνεται με τη μέθοδο Poisson-
Boltzmann. Ο όρος ΔGNP αφορά τις μη-πολικές (υδροφοβικές) συνεισφορές 
στην ελεύθερη ενέργεια διάλυσης. Η εξίσωση για τον υπολογισμό της ΔGNP 
εισάγει τον όρο SASA (solvent-accessible surface area): 
 
ΔGNP = γSASA + β                                                                                    (2.19) 
 
Για την επιφανειακή τάση γ και τη σταθερά β, χρησιμοποιήσαμε τις αντίστοιχες 
τιμές 0,00542 kcal mol-1 Å-2 και 0,92 kcal mol-1.139  
 Η μέθοδος MM-PBSA κάνει χρήση μιας σειράς από στιγμιότυπα της ΜΔ. 
Για τους υπολογισμούς μας, χρησιμοποιήθηκαν 2000 στιγμιότυπα (με χρονική 
απόσταση μεταξύ τους 20 ps) έτσι ώστε οι δομές να μην έχουν συσχέτιση και 
να επιτευχθεί μικρό στατιστικό σφάλμα. Οι τιμές της διηλεκτρικής σταθεράς για 
το διαλύτη και το σύμπλοκο ορίστηκαν, αντίστοιχα, σε 80,0 και 1,0.140 Για τον 
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υπολογισμό της εντροπίας χρησιμοποιήθηκαν 200 στιγμιότυπα ώστε να 
περιοριστεί ο υπολογιστικός χρόνος. Η εγκυρότητα της μεθόδου αναλύθηκε 
πρόσφατα από τους Hou et al.140 Η συγκεκριμένη ομάδα έλεγξε 6 διαφορετικά 
πρωτεϊνικά συστήματα χρησιμοποιώντας 59 προσδέτες. Σκοπός τους ήταν ο 
έλεγχος διαφόρων παραγόντων (όπως η χρονική διάρκεια της ΜΔ και η τιμή 
της διηλεκτρικής σταθεράς του συμπλόκου) και η επίδρασή τους στα 
αποτελέσματα. Μεταξύ άλλων ανέλυσαν την επιρροή της εντροπίας στην 
πρόβλεψη της ενέργειας πρόσδεσης καθώς και την υπολογιστική ακρίβεια της 
μεθόδου MM-PBSA. 
 
2.6 Μέθοδος θερμοδυναμικής ολοκλήρωσης (Thermodynamic 
integration-TI). 
 Ο υπολογισμός ΔG, μέσω μεθόδων όπως η MM-PBSA, προσφέρει 
πληροφορίες όσον αφορά το μηχανισμό πρόσδεσης ενός μορίου καθώς 
επίσης και των διαφορετικών συνεισφορών στην ενέργεια πρόσδεσης. Στην 
εφαρμογή της μεθόδου της θερμοδυναμικής ολοκλήρωσης (TI) σε αντίθεση με 
άλλες, δεν υπολογίζεται η ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης μιας ουσίας. Η 
μέθοδος TI χρησιμοποιείται για την ανάλυση της επίδρασης δομικών 
τροποποιήσεων στη χημική δομή ενός μορίου. Με τη συγκεκριμένη τεχνική 
προσδιορίζουμε τη σχετική μεταβολή στην ελεύθερη ενέργεια (ΔΔG) μεταξύ 
δυο δομών που διαφέρουν σε μικρό βαθμό.141 Η βασική αρχή της τεχνικής 
αυτής παρουσιάζεται στο Σχήμα 2.2 μαζί με την εξίσωση 2.20. 
 
ΔΔG = ΔG2 – ΔG1 = ΔG4 – ΔG3                                                                 (2.20)                                                                       
 
ΔG1 και ΔG2  αντιπροσωπεύουν την ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης των 
μορίων ενώ ΔG3 και ΔG4 αντιπροσωπεύουν τις αλλαγές από τη μια μορφή 
(προσδέτη ή πρωτεΐνης) στην άλλη, όπως περιγράφεται και από το Σχήμα 
2.2. Η μεταβολή στην ελεύθερη ενέργεια ΔG υπολογίζεται σύμφωνα με την 
εξίσωση 2.21: 
 
                                                                                (2.21) 
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 Στον παραπάνω τύπο το  εκφράζει την παράμετρο σύζευξης (coupling 
parameter) και V είναι το δυναμικό που σχετίζεται με την παράμετρο .142 Οι 
διαφορετικές τιμές του  και των αντίστοιχων σχετιζομένων σταθερών (W) 
ορίζονται από τη δευτεροβάθμια Γκαουσιανή κατανομή.143 Για , το 
δυναμικό V(0) αντιστοιχεί στην αρχική μορφή του συμπλόκου και για , το 
δυναμικό V(1) αντιστοιχεί στην τελική μορφή (Σχήμα 2.2). Η διαδικασία 
μετατροπής από την αρχική στην τελική μορφή εκφράζεται μέσα από 
διαφορετικές τιμές  και W, που βρίσκονται μεταξύ του 0 και 1 (Πίνακας 2.1). 
Όσο περισσότερες είναι οι τιμές που χρησιμοποιούνται, τόσο αρτιότερη είναι η 
πρόβλεψη της μεταβολής ΔΔG. 
 
                                                          ΔG1 
wt-Πρωτεΐνη (+ Προσδέτης)                                wt-Σύμπλοκο 
 
ΔG3                                                                          ΔG4 
 
mut-Πρωτεΐνη (+ Προσδέτης)                              mut-Σύμπλοκο 
                                                  ΔG2 
Σχήμα 2.2: Σχηματική αρχή της μεθόδου ΤΙ όσον αφορά σε διαφορετικές 
πρωτεΐνες. 
 
 Κατά τη διενέργεια των υπολογισμών TI, για κάθε τιμή  ακολουθούμε 
τρία βήματα: α) αφαίρεση του φορτίου από τα άτομα που θα αλλάξουν, β) 
αλλαγή των ατόμων και γ) προσθήκη φορτίων στα νέα άτομα. Στην 
περίπτωση που υπάρχει διαφορά στον αριθμό των ατόμων μεταξύ των δύο 
καταστάσεων (πχ. από –Η σε –ΟΗ) τότε γίνεται χρήση μαλακών δυναμικών 
(soft core potentials) 144,145 τα οποία περιγράφονται από την εξίσωση 2.22. Η 
ενεργοποίηση αυτής της επιλογής γίνεται κατά το δεύτερο βήμα στους 
υπολογισμούς.  
 
                                              (2.22) 
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Όπου ε και σ είναι οι τυπικές παράμετροι του δυναμικού Lennard-Jones και r 
είναι η ατομική απόσταση. Ο όρος α αποτελεί μια εμπειρική σταθερά 
προσαρμογής για τον υπολογισμό των αλληλεπιδράσεων και η τιμή της 
διαφέρει από μελέτη σε μελέτη (ενδεικτικά α=0,5). Όταν =0 τότε η εξίσωση 
εκφράζει το δυναμικό Lennard-Jones. Όταν οι τιμές για το  πλησιάζουν το 1 
τότε με τη χρήση της εξίσωσης 2.22 μπορούμε να εκφράσουμε με ομαλό 
τρόπο τις αλληλεπιδράσεις από τις αλλαγές των ατόμων. Στους δικούς μας 
υπολογισμούς χρησιμοποιήσαμε 12 διαφορετικές τιμές για το  (Πίνακας 2.1) 
και για κάθε τιμή κάναμε 6 υπολογισμούς ΜΔ (3 βήματα για κάθε μια από τις 
διαφορετικές καταστάσεις) με χρονική διάρκεια 2 ns ο καθένας. 
 
Πίνακας 2.1: Τιμές  και W που χρησιμοποιούνται στους 
υπολογισμούς TI. 
 
n  1-  W 
1 0,5 - 1,0 
2 0,21132 0,78867 0,5 
3 
0,1127 
0,5 
0,88729 
 
0,27777 
0,44444 
5 
0,04691 
0,23076 
0,5 
0,95308 
0,76923 
 
0,11846 
0,23931 
0,28444 
7 
0,02544 
0,12923 
0,29707 
0,5 
0,97455 
0,87076 
0,70292 
 
0,06474 
0,13985 
0,19091 
0,20897 
9 
0,01592 
0,08198 
0,19331 
0,33787 
0,5 
0,98408 
0,91802 
0,80669 
0,66213 
 
0,04064 
0,09032 
0,13031 
0,15617 
0,16512 
12 
0,00922 
0,04794 
0,11503 
0,20634 
0,31608 
0,43738 
0,99078 
0,95206 
0,88495 
0,79366 
0,68392 
0,56262 
0,02359 
0,05347 
0,08004 
0,10158 
0,11675 
0,12457 
 
 Τέλος, όσον αφορά τα αποτελέσματα των υπολογισμών με τη μέθοδο TI, 
οι τιμές ΔΔG μπορεί να είναι είτε θετικές είτε αρνητικές. Θετική τιμή στη 
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μεταβολή της ελεύθερης ενέργειας σημαίνει πως η αλλαγή στον προσδέτη ή 
στην πρωτεΐνη δεν επιφέρει ευνοϊκές αλλαγές στο σύστημα. Αντίθετα η 
αρνητικές τιμές καταδεικνύουν την ευνοϊκή επίδραση μιας αλλαγής. 
Χαρακτηριστικό παράδειγμα παρουσιάζεται στο Κεφάλαιο 4, όπου μελετάται η 
επίδραση της αλλαγής ενός αμινοξέος (από Gly σε Val) στην HIV-1 πρωτεάση 
και στην  πρόσδεση του φαρμάκου της σακουιναβίρης. 
 
2.7 Ανάλυση διαμορφώσεων-ομαδοποίηση (clustering) 
 Στα Κεφάλαια 5-7, εκτός από την ανάλυση των αλληλεπιδράσεων στα 
διάφορα πρωτεϊνικά σύμπλοκα, έγινε ομαδοποίηση των αντιπροσωπευτικών 
διαμορφώσεων των φαρμάκων σακουιναβίρης, αλισκιρένης και 
καναγλιφλοζίνης μέσα στα ένζυμα. Ομαδοποίηση είναι η διαίρεση ενός 
συνόλου αντικειμένων σε υποσύνολα (clusters) χρησιμοποιώντας ένα 
κριτήριο ομοιότητας (πχ θερμοκρασία, ενέργεια, rmsd). Στη ΜΔ μπορεί να 
χρησιμποιηθούν διαφορετικές μέθοδοι ομαδοποίησης όπως η ιεραρχική 
(hierarchical), μέσης σύνδεσης (average linkage), σύνδεσης (linkage) κλπ.146 
 Η ανάλυση των διαμορφώσεων του προσδέτη, προσφέρει πληροφορίες 
σχετικά με το μηχανισμό πρόσδεσης. Στην παρούσα μελέτη για την ανάλυση 
των διαμορφώσεων χρησιμοποιήθηκε η ιεραρχική μέθοδος.147,148 Η 
περιγραφή της μεθόδου παρουσιάζεται στο Σχήμα 2.3. Στο πρώτο βήμα, όλες 
οι διαμορφώσεις τοποθετούνται σε συστάδα (cluster). Στη συνέχεια, ορίζονται 
τα άκρα της καθώς και το κέντρο (centroid) της ομάδας (Σχήμα 3, κόκκινο και 
μπλε, αντίστοιχα). Στο επόμενο βήμα, τα άκρα αντιπροσωπεύουν τα κέντρα 
δύο νέων ομάδων και τα υπόλοιπα σημεία τοποθετούνται στις νέες ομάδες 
ανάλογα με το πόσο κοντά βρίσκονται στα αντιπροσωπευτικά αυτά σημεία 
(κόκκινο). Η διαδικασία αυτή επαναλαμβάνεται μέχρι να εκπληρωθούν τα 
κριτήρια που έχει ορίσει ο χρήστης. Στην παρούσα εργασία, κριτήριο επιλογής 
ήταν η διαφορά μεταξύ των διαμορφώσεων, όπως αυτή ορίζεται από το rmsd. 
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Σχήμα 2.3: Αναπαράσταση της ιεραρχικής μεθόδου. Με κόκκινο χρώμα 
ορίζονται τα άκρα του συνόλου και με μπλε το κέντρο του. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 
Σκοπός 
 
 Όπως αναφέρθηκε στην Εισαγωγή (Κεφάλαιο 1), τα κλινικά και 
επιδημιολογικά στοιχεία για την υπέρταση και το AIDS καταδεικνύουν το 
εύρος του προβλήματος και τις επιπτώσεις που έχει στα συστήματα υγείας 
παγκοσμίως. Η αναγνώριση των πρωτεϊνών (Κεφ. 1, ενότητες 1.1 και 1.2), οι 
οποίες δρουν είτε μέσα στο κύτταρο (HIV-1 πρωτεάση) είτε στο οργανισμό 
(ρενίνη), συμβάλλει στην κατανόηση των παθήσεων και στην ανάπτυξη 
αναστολέων με ισχυρότερη ανασταλτική δράση. Τα αποτελέσματα των 
μελετών μπορεί να χρησιμοποιηθούν για την  περαιτέρω αξιολόγηση και 
σύγκριση μεταξύ συγγενών πρωτεϊνών. 
 Η σημαντική τεχνολογική ανάπτυξη και η εφεύρεση διαφορετικών 
υπολογιστικών τεχνικών (βλ. Κεφάλαιο 2), έχει ανοίξει νέες προοπτικές στον 
ορθολογικό σχεδιασμό καινοτόμων αναστολέων. Στην παρούσα εργασία 
γίνεται μια προσπάθεια συστηματικής εκμετάλλευσης των προοπτικών αυτών 
για το σχεδιασμό νέων αναστολέων των ενζύμων HIV-1 πρωτεάσης και 
ρενίνης. Ξεκινώντας από δύο διαφορετικά ένζυμα, χρησιμοποιούνται τεχνικές, 
όπως η μοριακή δυναμική, για να περιγραφούν τα δομικά και λειτουργικά τους 
στοιχεία. Με την ανάλυση πληθώρας δεδομένων, γίνεται εφικτή η αποτύπωση 
δομικών γνωρισμάτων που συμβάλλουν στην ισχυρή πρόσδεση φαρμάκων 
στα ενεργά κέντρα των δύο ενζύμων (βλ. Κεφάλαια 5 και 6). 
Χρησιμοποιώντας αυτά τα δεδομένα μπορούν να αναγνωριστούν τα κοινά 
λειτουργικά χαρακτηριστικά των δύο πρωτεϊνών. Λογική απόρροια είναι η 
αναζήτηση/σχεδίαση αναστολέων που να συνδυάζουν συγκεκριμένα 
γνωρίσματα και να δρουν ταυτόχρονα στα δύο ένζυμα (βλ. Κεφάλαιο 7). 
Αποτέλεσμα αυτής της διαδικασίας είναι η μελέτη της διασύνδεσης 
διαφορετικών ασθενειών και ο σχεδιασμός ή ανακάλυψη καινοτόμων μορίων 
με διπλή δράση. Τελικός σκοπός δηλαδή της διδακτορικής διατριβής είναι η 
συνεισφορά  στη μείωση του φαρμακευτικού βάρους ενός ασθενή και κατά 
συνέπεια στην ελάττωση των παρενεργειών λόγω λήψης πολλαπλών 
σκευασμάτων. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 
Σχεδιασμός φουλερενικών παραγώγων ως αναστολέων της 
HIV-1 πρωτεάσης80 
 
 Στο κεφάλαιο αυτό περιγράφεται ο σχεδιασμός αναστολέων της HIV-1 
πρωτεάσης με βάση τη δομή των φουλερενίων (fullerene). Ο σχεδιασμός τους 
βασίστηκε στη χρήση των υπολογιστικών μοντέλων 3D-QSAR 
CoMFA/CοMSIA, ενώ η ΜΔ χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση των διάφορων 
αλληλεπιδράσεων μεταξύ αναστολέα-πρωτεάσης. Επίσης υπολογίστηκε η 
ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης των παραγώγων με τη χρήση της μεθόδου 
MM-PBSA και εκτιμήθηκαν οι συνεισφορές στην ενέργεια πρόσδεσης. 
Παράλληλα, αναλύθηκαν με τη χρήση των κατάλληλων υπολογιστικών 
προγραμμάτων οι διαφορετικές φαρμακοκινητικές ιδιότητές τους 
(μεταβολισμός, απορρόφηση, τοξικότητα). Ο συνδυασμός των παραπάνω 
αποτελεσμάτων υπέδειξε τις ενώσεις 87 και 96 ως τους 
αποτελεσματικότερους αναστολείς της πρωτεάσης. 
 
4.1 Φουλερενικά παράγωγα ως αναστολείς της HIV-1 πρωτεάσης 
 Ουσίες βασισμένες στη δομή του φουλερενίου, έχουν χρησιμοποιηθεί τα 
τελευταία χρόνια ως αναστολείς σε διάφορα ένζυμα. Υπάρχουν αρκετές 
μελέτες που δείχνουν ότι τα φουλερένια μπορούν να προσδεθούν σε 
πρωτεΐνες όπως οι σερινικές και κυστεϊνικές πρωτεάσες και η 
ακετυλοχολινεστεράση.149 Ειδικότερα έχουν ελεγχθεί και για τη δράση τους 
στην πρωτεάση του ιού HIV-1. 150  
 Τα φουλερένια αποτελούν μια ομάδα χημικών ουσιών με ιδιαίτερες 
φυσικοχημικές και δομικές ιδιότητες (Εικόνα 4.1). Αποτελούνται από άτομα 
άνθρακα (C) τα οποία ενώνονται είτε με απλούς (Εικόνα 4.1 α, β) είτε με 
διπλούς δεσμούς (Εικόνα 4.1 γ, δ).151 Ο αριθμός των ατόμων άνθρακα που τα 
αποτελούν ποικίλει (Ν= 20, 24, 60, 70, 72, 76, 84, 100….). Τα πιο κοινά 
φουλερένια με συγκερκιμένες φυσικοχημικές ιδιότητες αποτελούνται από 60 
άτομα άνθρακα. Βασικό δομικό τους χαρακτηριστικό είναι πως παρουσιάζουν 
εναλλαγή πενταμελών και εξαμελών δακτυλίων.152 
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Εικόνα 4.1: Παραδείγματα φουλερενίων αποτελούμενα από (α) 20 C (β) 24 C 
(γ) 60 C (δ) 70 C 
 
 Υπάρχουν αρκετά πειραματικά δεδομένα όσο αφορά τις φυσικοχημικές 
ιδιότητές των φουλερενίων. Παράδειγμα αποτελεί η πολύ χαμηλή διαλυτότητά 
τους σε πολικούς διαλύτες, όπως το νερό. Έτσι, για να βελτιωθεί η 
διαλυτότητα τους στο νερό, γίνεται προσθήκη διαφόρων πολικών ομάδων στο 
βασικό τους σκελετό.153,154 Μια επιπλέον σημαντική ιδιότητα των φουλερενίων 
αφορά η ύπαρξη αρωματικών δακτυλίων, αλλά και η απουσία υπέρ-
αρωματικότητας (super-aromaticity).149 Όσον αφορά τη διαλυτότητα ενός 
φουλερενίου στο νερό, ο γενικός κανόνας που χρησιμοποιείται είναι πως όσο 
περισσότερες υδροφιλικές ομάδες προστίθενται, τόσο περισσότερο αυξάνεται 
η διαλυτότητα του.154 Μέχρι σήμερα έχουν παραχθεί και μελετηθεί για 
βιολογική δράση αρκετά φουλερενικά παράγωγα. 
 Στο σημείο αυτό πρέπει να επισημανθεί πως στη μελέτη της βιολογικής 
δραστικότητας μιας ουσίας πρέπει να ληφθούν υπόψη ορισμένες παράμετροι 
όπως: 
-χαμηλή τοξικότητα 
-υψηλή απορρόφηση 
-κατανομή μέσα στο κύτταρο ή τον οργανισμό 
-μεταβολισμός 
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-βιοδραστικές ιδιότητες. 
 Κάποιες από αυτές τις παραμέτρους όπως η τοξικότητα και ο 
μεταβολισμός, δε μπορούν να προβλεφθούν με ακρίβεια.155  Ιδιότητες όπως η 
απορρόφηση μιας ένωσης μπορούν να επηρεαστούν θετικά ή αρνητικά από 
τη λιποφιλικότητα και την υδροφιλικότητα διαφόρων ομάδων.156 Βασικός 
στόχος στο σχεδιασμό φαρμακευτικών ουσιών είναι να διατηρηθεί μια 
ισορροπία μεταξύ αυτών των χαρακτηριστικών ώστε να επιτευχθεί η 
ισχυρότερη δυνατή βιολογική δράση. Υπάρχουν παράγοντες που μπορούν να 
δώσουν στοιχεία γύρω από τη φύση μιας χημικής ένωσης.157 Η 
λιποφιλικότητα μιας ουσίας μετριέται ως συντελεστής κατανομής (partition 
coefficient- logP) σε σύστημα διαλυτών οκτανόλης/ νερού. Οι τιμές logP που 
συνδέονται με την ικανοποιητική απορρόφηση μιας φαρμακευτικής ουσίας 
κυμαίνονται από -1 μέχρι 2 για το logP. 158 
 Τα φουλερένια έχουν χρησιμοποιηθεί εκτενώς σε διάφορες μελέτες 
159,160. Χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι η χρήση παραγώγων φουλερενίου 
ως αναστολέων της πρωτεάσης του ιού HIV-1.160 Τα φουλερένια αποτέλεσαν 
αντικείμενο ευρείας μελέτης για την αναστολή της πρωτεάσης λόγω του 
μεγέθους τους (διάμετρος ≈7 Å), το οποίο ταιριάζει στην κοιλότητα (≈10 Å) του 
ενεργού κέντρου της πρωτεΐνης σύμφωνα με αρκετές μελέτες μοριακής 
δυναμικής.124  
 Το βασικότερο πρόβλημα που πρέπει να λυθεί ώστε ένα παράγωγο του 
φουλερενίου να χρησιμοποιηθεί ως βιολογικά δραστική ουσία, είναι η 
ενίσχυση του υδροφιλικού του χαρακτήρα. Οι Troshina et al. (2007)161 
συνέθεσαν την ένωση στην Εικόνα 4.2α, προσθέτοντας ένα μέταλλο (–Κ) για 
να ενισχύσουν την υδροφιλικότητα του μορίου και μελέτησαν την αντιϊκή 
δράση της συγκεκριμένης ουσίας. Τα πρώτα αποτελέσματα ήταν αρκετά 
ενθαρρυντικά καθώς εκτός της ανασταλτικής δράσης του μορίου, 
παρατηρήθηκε επιπλέον και χαμηλή τοξικότητα. Μία άλλη προσέγγιση 
(Toniolo et al. 1994)160 ήταν η προσθήκη αμινοξέων ή και πεπτιδίων στο 
σκελετό του φουλερενίου, όπως για παράδειγμα το αμινοξύ τυροσίνη (Tyr) 
(Εικόνα 4.2β) και στη συνέχεια η μελέτη της αλληλεπίδρασης με το ενεργό 
κέντρο της πρωτεάσης. 
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Εικόνα 4.2:  (α) Φουλερενικό παράγωγο που συντέθηκε με σκοπό την 
αύξηση του υδροφιλικού χαρακτήρα του σκελετού C60 και (β) Φουλερενικό 
παράγωγο με προσθήκη πεπτιδίου όπου R= (Tyr)n με n=1-8. 
 
 Οι Bosi et al.162 έλεγξαν τη σχέση μεταξύ της δομής φουλερενικών 
παραγώγων και της βιολογικής δράσης τους, με τη μέθοδο της ποσοτικής 
σχέσης δομής-δραστικότητας (QSAR). Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα 
φουλερενικά παράγωγα παρουσίασαν βιολογική δράση κατά των δύο τύπων 
του ιού HIV 1 και 2. Παρουσιάστηκαν όμως διαφορές όσον αφορά τη 
δραστικότητα τους· αυτό οφείλεται στις μικρές αλλά βασικές δομικές διαφορές 
στις δομές των αντίστοιχων πρωτεασών. 
 Από τις αρχικές μελέτες της επίδρασης των φουλερενίων στην αναστολή 
της πρωτεάσης είναι η εργασία των Friedman et al.163 στην οποία ερευνούν 
την έντονη βιολογική δράση διαφόρων παραγώγων του φουλερενίου. 
Έλεγξαν την συμβατότητα των θεωρητικών μοντέλων τους με βιολογικές 
μετρήσεις των εν λόγω ουσιών. Σε μια μεταγενέστερη εργασία τους, 
χρησιμοποίησαν υπολογιστικά προγράμματα (όπως το DOCK) για να 
ελέγξουν τη συμπεριφορά διαφορετικών φουλερενικών παραγώγων και την 
αλληλεπίδραση τους με το ενεργό κέντρο της.164 
 Παράλληλα με της πειραματικές μελέτες, αναφέρθηκαν στη διεθνή 
βιβλιογραφία αρκετές θεωρητικές εργασίες που σχετίζονται με τη βιολογική 
δράση των φουλερενίων. Μία χαρακτηριστική περίπτωση αποτελεί η μελέτη 
της επίδρασης διαφόρων παραγώγων στην HIV-1 πρωτεάση, με τη χρήση 
υπολογιστικών προγραμμάτων πρόσδεσης και μοριακής μοντελοποίησης.165 
Συγκεκριμένα, γίνεται εκτεταμένη μελέτη παραγώγων όσον αφορά τη σχέση 
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της δομής τους με τη βιολογική τους δράση, χρησιμοποιώντας στατιστικά 
υπολογιστικά εργαλεία όπως η μέθοδος QSAR165,166, ώστε να καταστεί 
δυνατή η επιλογή κατάλληλων φαρμακοφόρων ομάδων που να μπορούν να 
προσδώσουν στο μόριο μεγάλη βιολογική δραστικότητα. Σε μια άλλη μελέτη 
(Lee et al. 2007) χρησιμοποιείται ένα παράγωγο του φουλερενίου με τη δι-
φαινυλική αλκοόλη και με τη βοήθεια υπολογιστικών προγραμμάτων μοριακής 
δυναμικής μελετούνται οι αλληλεπιδράσεις και η δραστικότητα του μορίου με 
την πρωτεΐνη.167 Με τις θεωρητικές αυτές τεχνικές –μοριακή δυναμική, QSAR– 
γίνεται εφικτή η ανάλυση πιθανών μηχανισμών αλληλεπίδρασης καθώς και 
της επίδρασης διαφορετικών χημικών ομάδων στην πρόσδεση του μορίου με 
την πρωτεάση. Τέλος τα διάφορα υπολογιστικά μοντέλα μοριακής δυναμικής 
μπορούν να δώσουν μια εικόνα για τις διάφορες δομικές αλλαγές που μπορεί 
να προκύψουν στην πρωτεΐνη κατά την πρόσδεση. 
 Έχει μελετηθεί επίσης από τους Promsri et al. (2005)  η επίδραση της 
γεωμετρίας και της συνεισφοράς των διαφορετικών χημικών ομάδων στην 
ενέργεια πρόσδεσης τους στο ενεργό κέντρο της πρωτεάσης. Οι Marchesan, 
et al. (2005)168 μελέτησαν την επίδραση των κατιονικών παραγώγων 
φουλερενίου στην αναστολή της πρωτεάσης του HIV. Επίσης συγκρίνουν 
διάφορα παράγωγα όσον αφορά τη βιολογική δραστικότητά τους όχι μόνο 
κατά του ιού HIV αλλά και κατά άλλων DNA και RNA ιών. Επιπροσθέτως, οι 
Marcorin et.al. (2000)169 ερευνούν την επίδραση φορτισμένων ομάδων στη 
βιολογική δράση του φουλερενίου. Στη συγκεκριμένη μελέτη έχουν συνθέσει 
τις εν λόγω ουσίες, ενώ προχώρησαν σε υπολογιστικές μελέτες της 
βιολογικής τους δράσης, στηριζόμενοι στο γεγονός πως οι συγκεκριμένες 
ομάδες αυξάνουν την υδροφιλικότητα του μορίου. Η ανασταλτική δράση των 
φουλερενίων έχει μελετηθεί εκτενέστατα και από τους Zhu και Schuster 
(2003).124 Με τη βοήθεια υπολογιστικών προγραμμάτων μοριακής δυναμικής, 
οι συγκεκριμένοι ερευνητές, ανέπτυξαν το μηχανισμό  με τον οποίο 
αλληλεπιδρούν τα διάφορα φουλερενικά παράγωγα με την πρωτεΐνη καθώς 
και τις δομικές αλλαγές στο μόριο της πρωτεάσης. 
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4.2 Μέθοδοι 
Βελτιστοποίηση γεωμετρίας και υπολογισμοί μοριακής πρόσδεσης. Ο 
αρχικός σχεδιασμός και η ελαχιστοποίηση της ενέργειας των χημικών μορίων 
έγιναν με τη χρήση του υπολογιστικού προγράμματος ArgusLab.170 Κατά τη 
βελτιστοποίηση της γεωμετρίας χρησιμοποιήθηκε το ενοποιημένο πεδίο 
δυνάμεων (United force fied).171 Τα δύο στάδια της διαδικασίας ήταν: 
(α) 1000 βήματα με την μέθοδο ελαχιστοποίησης απότομης κατάδυσης 
(steepest descent) και 
(β) 1000 βήματα με τη μέθοδο Broyden-Fletcher-Golfarb-Shanno (BFGS),172 
στην οποία γίνεται χρήση ενός προσεγγιστικού πίνακα Hessian (Hessian 
matrix). 
Το κριτήριο σύγκλισης της ελαχιστοποίησης της ενέργειας ορίστηκε στα 10-2 
kcal mol-1. 
 Το ενεργό κέντρο του ενζύμου ορίστηκε με την επιλογή των αμινοξέων, 
Asp25/25’, Thr26/26’ και Gly27/27’ και αποτελεί το κέντρο ενός κυβικού 
χώρου με διαστάσεις 20 Å Χ 20 Å Χ 20 Å. Μέσα στα όρια του κυβικού αυτού 
κουτιού, το μόριο προσδέτης μπορούσε να κινηθεί ελεύθερα ενώ η πρωτεάση 
παρέμενε σταθερή. 
 3D-QSAR μοντέλα. Για την ανάπτυξη των μοντέλων 3D-QSAR έγινε 
χρήση των μεθόδων CoMFA και CoMSIA (βλ. Κεφάλαιο 2). Στη δημιουργία 
αυτών των μοντέλων χρησιμοποιήθηκαν 51 παράγωγα φουλερενίου, των 
οποίων υπολογίστηκε η ενέργεια πρόσδεσης (Πίνακας 4.1). Οι ενώσεις στην 
ομάδα «εκμάθησης» (training set) αποτελούν  ένα αντιπροσωπευτικό τμήμα 
δομών με μεγάλο εύρος τιμών ενεργειών πρόσδεσης, οι οποίες ποικίλουν από 
πολύ χαμηλές έως πολύ υψηλές.109 Από τις ενώσεις αυτές, οι 46 έχουν 
συντεθεί για διάφορους ερευνητικούς σκοπούς και οι υπόλοιπες 5 
σχεδιάστηκαν ώστε να παρουσιάζουν την ευνοϊκότερη ενέργεια πρόσδεσης 
στο ένζυμο. Η επιλογή των υποκαταστατών στα φουλερένια περιλάμβανε 
αρωματικούς δακτυλίους (ένωση 18) ή ομάδες που μπορούν να σχηματίσουν 
υδρογονοδεσμούς (π.χ. -NH2 ή –ΟΗ). Οι θεωρητικές τιμές της ενέργειας 
πρόσδεσης μετατράπηκαν σε σταθερές πρόσδεσης (Ki) σύμφωνα με την 
εξίσωση ΔG = –RTlnKi,
165 βασιζόμενοι στην υπόθεση ότι η τιμή Ki, όταν 
γνωρίζουμε την τιμή Km, είναι ίση με την τιμή ΙC50.
173 Οι τιμές ΙC50 
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μετατράπηκαν σε pΙC50 για την ανάπτυξη του μοντέλου. Το όριο για της 
στερικές και ηλεκτροστατικές συνεισφορές ορίστηκε σε 30 kcal mol-1. Στο 
σημείο αυτό επαναλαμβάνεται ότι στο μοντέλο CoMFA λαμβάνονται υπόψη 
μόνο οι στερικές και ηλεκτροστατικές συνεισφορές ενώ στο μοντέλο CoMSIΑ 
υπολογίζονται, επιπροσθέτως, οι υδροφοβικές συνεισφορές καθώς και η 
δυνατότητα δημιουργίας υδρογονοδεσμών. Τα μοντέλα QSAR αναπτύχθηκαν 
με τη χρήση του προγράμματος Tripos CoMFA/ CoMSIΑ του λογισμικού 
SYBYL 8.0.174 Για την επιβεβαίωση του μοντέλου έγινε χρήση μιας ομάδας 
δοκιμής (test set) φουλερενικών παραγώγων, των οποίων οι ενέργειες 
πρόσδεσης έχουν υπολογιστεί πειραματικά. 
 
Πίνακας 4.1: Ομάδα «εκμάθησης», η οποία χρησιμοποιήθηκε ώστε να 
παραχθεί το μοντέλο QSAR. Στον πίνακα αναφέρονται οι υπολογισμένες 
ενέργειες πρόσδεσης, IC50 καθώς και προβλεπόμενες τιμές ΙC50 από τα 
μοντέλα CoMFA/CoMSIA, όπως υπολογίστηκαν από την τιμή pΙC50. 
 
Αρ.
α Ένωση 
Υπολογισμοί 
Πρόβλεψη  ΙC50 
(μM) 
Ενέργεια 
πρόσδεσης 
(kJ/mol) 
ΙC50 
(μM) CoMFA CoMSIA 
1 
N
H
SH
SH O
OH
 –21.05 216.25 230.09 215.2 
2 
N
H
S
S O
OH
CH3
CH3
 –23.20 91.33 65.61 82.1 
3 
N
H
S
S O
OHCH3
CH3
 –20.1 316.49 271.2 349.27 
4 
N
NH2
S
O
O OH  –18.25 664.46 440.97 616.34 
5 
N
NH2
 –19.25 444.99 520.19 504.08 
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6
β 
N
O
H H
H
 –19.67 376.04 295.45 342.83 
7
β 
N
N
+
H
H
H
 –21.00 220.63 191.69 230.1 
8 
N
O
O
N
+
H
HH
CH3
 –23.20 91.33 83.20 92.05 
9 
N
O
O
N
+
H
HH
NH2
 –24.30 58.76 71.02 61.25 
10 
N
O
 –25.35 38.57 47.15 39.97 
11 
N
O
CH3
 –24.70 50.06 91.11 46.58 
12 
N
O
O
N
O
CH3
CH3
CH3
H
 –33.64 1.39 1.16 1.45 
13 
N
O
O
N
O
CH3
CH3
H
 –35.57 0.64 0.53 0.63 
14 
N
O
O
NH
O
N
O
O
NO OH
 –37.20 0.33 0.60 0.19 
15 
N
O
O
NH
O
N
O
O
NO OH
CH3
CH3
 –29.85 6.35 4.99 6.02 
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16 
N
O
O
NH
O
N
O
O
NO OH
 –35.30 0.71 1.44 1.08 
17 
N
CH3
NH
S
NH
 –35.02 0.80 0.84 0.79 
18
β 
N
N
N
OH
CH3 NH2  –45.21 0.01 0.02 0.02 
19 
N
CH3
NH
S
NH
N
 –32.04 2.64 2.34 2.45 
20 
N
N
N
 –34.41 1.02 0.95 0.74 
21 
O
OH
 –35.20 0.74 0.32 0.71 
22 
O
OHCH3
 –31.00 4.00 3.03 4.22 
23 
O
O
N
CH3
CH3
O
O  –34.00 1.20 0.91 1.95 
24 
O
OH
 –30.00 5.98 7.57 4.75 
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25 
O
OH
CH3
 –32.30 2.38 2.04 2.04 
26 
O
O
CH3
CH3
 –34.35 1.05 0.84 1.29 
27 
O
O CH3
 –33.10 1.73 1.16 2.01 
28 
O
N
H
 –34.70 0.91 1.37 0.84 
29 
O
O
 –33.12 1.71 3.84 1.67 
30 
O
O O
O
 –34.20 1.11 0.64 0.92 
31 
O
O
O
O
OH OH
 –33.17 1.68 1.25 1.27 
32 
O
O
O
O
O O CH3
CH3
 –28.61 10.44 16.9 10.20 
33 
O
O
O
O
OH O CH3
 –27.54 16.03 13.8 16.30 
34 
O
O
O
O
N
NH
N
H
 –28.82 9.59 6.59 6.17 
35 
O
O
O
O
N
NH
N
H
N
NH
N
H
 –36.13 0.51 0.37 0.43 
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36 
O
O
O
O
N
NH
N
H
N
NH
N
H
 –32.15 2.53 3.12 2.28 
37 
O
O
O
O
N
H
NH
N
H
N
H
NH
N
H
 –35.00 0.81 0.69 1.03 
38 
O
O
O
O
O O
N
H
NH
N
 –34.40 1.02 1.27 1.67 
39 
O
O
O
O
OH OH
N
H
NH
N
 –34.00 1.20 1.34 1.7 
40 
O
O
O
O
OH O
N
H
NH
N
CH3
 –36.67 0.41 0.53 0.39 
41 
O
O
O
O
O
O
O
 –43.13 0.03 0.04 0.03 
42 CH
O
O
O
O
O
OO
O
O
CH
 –44.98 0.01 0.02 0.01 
43 CH
O
O
O
O
O
OO
O
O
N
 –45.21 0.01 0.10 0.03 
44 
O
O
O
O
O
OOO
ON
N
H
NH
N
H
N
NH
CH3
CH2  –46.15 0.009 0.03 0.005 
45 
OH
OH
 –46.33 0.008 0.01 0.011 
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46 
O
O
CH3
 –46.03 0.009 0.008 0.01 
47 
S
O
O
CH3
 –35.75 0.59 0.48 0.49 
48 
S
O
OH
 –44.03 0.02 0.03 0.02 
49 
O
OH
 –50.95 0.001 0.001 0.002 
50
β 
N
NH
N
H
O
O
O
O
N
N
H
NH
CH3
O
O
O
O
O
O
CH  –34.50 0.98 0.9 0.81 
51
β 
N
NH
N
H
O
O
O
O
N
N
H
NH
CH3
OH
OH
 –35.10 0.77 0.69 0.43 
MRE 0.36 0.23 
α. 
Ενώσεις 1-3 έχουν ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
175
 
   Ενώσεις 4-5 έχουν ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
176
 
   Ενώσεις 8-9 έχουν ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
177
 
   Ενώσεις 10-11 έχουν ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
178
 
   Ενώσεις 12-16 έχουν ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
179
 
   Ενώσεις 17, 19 έχουν ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
180
  
   Ένωση 20 έχει ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
181
 
   Ενώσεις 21-29 έχουν ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
182
 
   Ενώσεις 30-44 έχουν ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
183
 
   Ενώσεις 45-49 έχουν ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
184
 
β. 
Οι ενώσεις αυτές αξιοποιούν τα δομικά χαρακτηριστικά που έχουν υπάρχουσες δομές φουλερενίων. 
MRE: Mean Relative Error (Μέσο σχετικό λάθος). 
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 Υπολογισμοί φαρμακοκινητικών ιδιοτήτων (Absorption-Distribution-
Metabolism-Excretion-Toxicity, ADMET). Για την ανάλυση των 
φαρμακοκινητικών ιδιοτήτων των φουλερενικών παραγώγων 
χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα QikProp (έκδοση 3.4.109) του λογισμικού 
Schrödinger.185 Το πρόγραμμα συμβάλλει στην πρόβλεψη φαρμακευτικών 
ιδιοτήτων, όπως κυτταρική διαπερατότητα βασιζόμενο σε αποτελέσματα από 
κύτταρα καρκινώματος παχέους εντέρου (colorectal carcinoma-Caco-2)186 και 
νεφρικά κύτταρα Medin-Darby (Madin-Darby canine kidney-MDCK).187 Επίσης 
ελέγχθηκε η αναστολή στο δίαυλο ιόντων καλίου (Κ+) hERG (human ether-a-
go-go-related gene)188 και η διαπερατότητα στο κεντρικό νευρικό σύστημα 
(central nervous system-CNS).189 Σκοπός αυτού του ελέγχου ήταν η 
πρόβλεψη της τοξικότητας των φουλερενικών παραγώγων. Συγκεκριμένα, στο 
QikProp πρόγραμμα χρησιμοποιούνται τα πειραματικά αποτελέσματα από 
710 χημικές ουσίες, συμπεριλαμβανομένων 500 φαρμάκων, και συναφών 
ετεροκυκλικών ενώσεων. Έτσι μέσω της χρήσης του λογισμικού 
προβλέπονται σημαντικές φυσικές και φαρμακευτικές ιδιότητες οργανικών 
μορίων είτε μεμονωμένα είτε σε ομάδες. Επίσης, συγκρίνονται οι ιδιότητες των 
υπό μελέτη ενώσεων με αυτές του 95% γνωστών φαρμάκων. 
 Ο αλγόριθμος ακολουθεί την ακόλουθη διαδικασία. Τα οργανικά μόρια 
υποβάλλονται σε υπολογισμούς Monte-Carlo (MC) σε διαλύτη, με τη χρήση 
του πεδίου δυνάμεων OPLS-AA (Optimised Potentials for Liquid Simulations-
All Atom).118 Στη συνέχεια λαμβάνονται μέσες τιμές για διάφορες σταθερές 
όπως οι τάσεις για υδρογονοδεσμούς και τιμές SASA. Στο επόμενο βήμα 
συσχετίζονται οι υπολογισμένες τιμές με τις αντίστοιχες πειραματικές. Κατά 
την ανάλυσης μιας ιδιότητας, το πρόγραμμα επιτρέπει την ανάλυση του τύπου 
των ατόμων και των φορτίων τους, τον όγκο και την επιφάνεια του μορίου. 
   
4.3 Αποτελέσματα 
 Ανάλυση αποτελεσμάτων μοριακής πρόσδεσης. Η μέθοδος μοριακής 
πρόσδεσης που περιγράφηκε για τον υπολογισμό της ελεύθερης ενέργειας 
πρόσδεσης, χρησιμοποιήθηκε για τον υπολογισμό της ενέργειας πρόσδεσης 
των εμπορικά διαθέσιμων αναστολέων της HIV-1 πρωτεάσης (Πίνακας 4.2). 
Με αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνεται η σύγκριση των θεωρητικών ενεργειών 
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πρόσδεσης (binding free energy, ΔG) με αυτές που έχουν υπολογιστεί 
πειραματικά. Είναι εμφανές από τα αποτελέσματα στον πίνακα πως οι 
υπολογισμένες ενέργειες πρόσδεσης των φαρμάκων είναι σε ικανοποιητική 
συμφωνία με τις πειραματικές τιμές. Το μέσο σχετικό λάθος μεταξύ των 
θεωρητικών και πειραματικών τιμών είναι 0,19, τιμή που δηλώνει 
ικανοποιητική πρόβλεψη των πειραματικών τιμών. Στις θεωρητικές και στις 
πειραματικές ενέργειες πρόσδεσης ακολουθείται παρόμοια σειρά κατάταξης. 
Μόνη εξαίρεση αποτελεί η σειρά στα φάρμακα αμπρεναβίρη και νελφιναβίρη. 
Στη συγκεκριμένη περίπτωση η υπολογιζόμενη ενέργεια πρόσδεσης 
παρουσιάζει τη νελφιναβίρη ως πιο αποτελεσματικό αναστολέα της ιικής 
πρωτεάσης σε σχέση με την αμπρεναβίρη. Ένα σημείο που αξίζει να τονισθεί 
είναι ότι το υπολογιστικό πρόγραμμα που χρησιμοποιείται, εμφανίζει τις 
υπολογισμένες ενέργειες πρόσδεσης των φαρμάκων μειωμένες (σε απόλυτες 
τιμές) σε σχέση με τις αντίστοιχες πειραματικές. Η μέση διαφορά όλων των 
τιμών είναι -2,73 kcal mol-1.  
 3D-QSAR CoMFA και CoMSIA αποτελέσματα. Όπως έχει ήδη σημειωθεί 
η ομάδα εκμάθησης από 51 φουλερενικά παράγωγα (Πίνακας 4.1), 
παρουσιάζει ποικιλότητα στις χημικές δομές. Η στατιστική ανάλυση των 
αποτελεσμάτων επιτεύχθηκε με τη χρήση PLS (Partial Least Square). Έγινε 
χρήση της μεθόδου LOO (“leave-one-out”) για να επικυρωθεί η εγκυρότητα 
του μοντέλου. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.3. Τα 
αποτελέσματα για το μοντέλο CoMFA δίνουν τιμή διασταυτούμενου 
συντελετστή συσχέτισης (cross-validation) rcv
2= 0,613 ενώ μη διασταυρούμενη 
(non-cross validation) τιμή r2= 0.977. Οι αντίστοιχες τιμές για το μοντέλο 
CoMSIA είναι 0,763 και 0,991. Η διαφορά αυτή των δύο μοντέλων 
καταδεικνύει πως η μέθοδος CoMSIA οδηγεί σε επιτυχέστερες προβλέψεις 
όσον αφορά τη δράση των ουσιών στο ένζυμο. Οι τιμές αυτές καταδεικνύουν 
επίσης πως τα 3D-QSAR μοντέλα μπορούν να προβλέψουν επιτυχώς, αν 
κάποιο φουλερενικό παράγωγο παρουσιάζει ανασταλτική δράση κατά του 
ιικού ενζύμου. 
 
 
 
 
 
75 
 
Πίνακας 4.2: Σύγκριση θεωρητικών τιμών μοριακής πρόσδεσης και 
πειραματικών ενεργειών πρόσδεσης των εμπορικά διαθέσιμων 
αναστολέων της HIV-1 πρωτεάσης. 
 
Όνομα ΔGπρόσδεσης (kcal mol
-1) 
Θεωρητική Πειραματική 
Σακουιναβίρη –11,37 –14,24
α 
Αμπρεναβίρη –9,83 –13,04β 
Ιντιναβίρη –11,29 –13,24γ 
Νελφιναβίρη –11,18 –12,34δ 
Λοπιναβίρη –12,69 –16,13ε 
Ριτοναβίρη –11,51 –14,84ε 
Νταρουναβίρη –12,57 –15,59στ 
Τιπραναβίρη –11,49 –14,36ζ 
MRE η 0,19 
α. Έχει ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
139
 
β. Έχει ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
190
 
γ. Έχει ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
191
 
δ. Έχει ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
192
 
ε. Έχει ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
193
 
στ. Έχει ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
194
 
ζ. Έχει ληφθεί από τη βιβλιογραφική παραπομπή 
195
 
η. Σχετικό λάθος (relative error-RE) = |Vi –Ve|/| Ve| 
      Μέσο Σχετικό λάθος (Mean Relative Error- MRE)= 1/n ∑(RE) 
      Vi = θεωρητική τιμή (CoMFA/CoMSIA ή τιμή λαμβανόμενη από πειράματα μοριακής 
πρόσδεσης). 
      Ve = πειραματική τιμή. 
      n = μέγεθος δείγματος.
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 Στο μοντέλο CoMFA, οι στερικές και οι ηλεκτροστατικές συνεισφορές 
είναι 72,9% και 27,1 %, αντίστοιχα. Στο μοντέλο COMSIA, εκτός από στερικές 
και ηλεκτροστατικές συνεισφορές, λαμβάνονται υπόψη οι υδροφοβικές 
αλληλεπιδράσεις, η συνεισφορά των δοτών υδρογόνου και των δεκτών 
υδρογόνου. Αυτές υπολογίστηκαν να είναι αντίστοιχα 11,5%, 1,1%, 37,4%, 
25,7% και 24,3%. Σημειώνουμε ότι:  
(α) και στα δύο μοντέλα οι στερικές αλληλεπιδράσεις βρέθηκαν να είναι 
σημαντικά μεγαλύτερες από τις ηλεκτροστατικές (Πίνακας 4.3) και  
(β) η μέθοδος COMSIA καταδεικνύει τις υδροφοβικές συνεισφορές ως τις 
σημαντικότερες κατά την πρόσδεση των φουλερενίων στο ενεργό κέντρο της 
πρωτεάσης.  
Αυτό το αποτέλεσμα βρίσκεται σε συμφωνία με τα πειράματα που δείχνουν 
ότι το φουλερένιο είναι κυρίως υδροφοβικό μόριο.168 
 
 
Πίνακας 4.3: Περίληψη των στατιστικών αποτελεσμάτων για τα μοντέλα 
CoMFA και CoMSIA. 
 
 CoMFA CoMSIA 
rcv
2,α         0.613     0.763 
rncv
2,α     0.977     0.991 
Αρ. κύριων συνιστωσών        5        6 
SEEβ     0.154     0.137 
Ftest
γ 128.614 278.614 
Συνεισφορές   
    Στερικές     0.729     0.115 
    Ηλεκτροστατικές     0.271     0.011 
    Υδροφοβικές     N/A     0.374 
    Δέκτες     N/A     0.257 
    Δότες     N/A     0.243 
α. rcv
2
 και rncv
2
 είναι οι τιμές διασταυρομένου συντελεστή συσχέτισης (cross-validated –cv-)  και 
μη διασταυρομένου (non-cross validated –ncv-) αντίστοιχα. 
β. SEE= Σταθερό σφάλμα εκτίμησης (Standard Error of Estimate). 
γ. Ftest= αναλογία εξηγήσιμων προς μη-εξηγήσημων αποτελεσμάτων. 
 
 Η δυνατότητα των μοντέλων QSAR να προβλέπουν τις ενέργειες 
πρόσδεσης ενός φουλερενικού παραγώγου, ελέγχθηκε με τη χρήση μιας 
ομάδας δοκιμής (Πίνακας 4.4).164,196,197 Οι τιμές της ενέργειας πρόσδεσης 
όπως προβλέπονται από τα μοντέλα, παρουσιάζουν ικανοποιητική συσχέτιση 
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με τις πειραματικές τιμές. Είναι χαρακτηριστικό ότι το μοντέλο CοMSIA 
εμφανίζει ικανοποιητικότερη ικανότητα πρόβλεψης σε σχέση με το μοντέλο 
CoMFA. Επίσης σε σύγκριση με ένα προηγούμενο μοντέλο QSAR για 
φουλερενικά παράγωγα,165 το μοντέλο που αναπτύχθηκε στη διδακτορική 
διατριβή παρουσιάζει βελτιωμένη συμπεριφορά όπως προσδιορίζεται από την 
επικυρωμένη τιμή μέσω διασταύρωσης r2=0,763 σε σχέση με r2=0,670 που 
δημοσιεύθηκε από τον καθηγητή S. Durdagi και τους συνεργάτες του. 
 Οι διαφορετικές συνεισφορές, όπως υπολογίζονται από το μοντέλο 
CoMSIA παρουσιάζονται στους χάρτες ισοϋψών καμπύλων για την ένωση 18 
(Πίνακας 4.1, Εικόνα 4.3 αριστερά) και για την ένωση 4 (Πίνακας 4.1, Εικόνα 
4.3, δεξιά).  
 Για την ένωση 18, η περιοχή στο σημείο επαφής με το φουλερενικό 
σκελετό παρουσιάζει μη ευνοϊκές (κίτρινο) στερικές αλληλεπιδράσεις, ενώ η 
περιοχή που βρίσκεται κοντά στους αρωματικούς δακτυλίους του 
υποκαταστάτη, ευνοεί (πράσινο) τις στερικές αλληλεπιδράσεις. Η αμίνο- 
ομάδα (–ΝΗ2) στον υποκαταστάτη ευνοεί (μπλε) τις ηλεκτροστατικές 
αλληλεπιδράσεις (Εικόνα 4.3β), παρόμοια συμπεριφορά εμφανίζεται και για το 
–Ν στο δακτύλιο Β. Όσον αφορά τις υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις (Εικόνα 
4.3γ) εμφανίζονται να ευνοούνται (κίτρινο) σημαντικά από το μεγαλύτερο 
τμήμα της ένωσης 18. Οι υδρόξυ- (–ΟΗ) και αμίνο- (–ΝΗ2) ομάδες 
προσδίδουν τη δυνατότητα δημιουργίας υδρογονοδεσμών (Εικόνα 4.3δ-
γαλάζιο) μέσω των αντίστοιχων υδρογόνων. Τέλος τα τμήματα των 
αρωματικών δακτυλίων Α και Β συμπεριφέρονται ως δότες για δεσμούς 
υδρογόνου, ενώ ο αρωματικός δακτύλιος Α έχει επίσης συμπεριφορά δέκτη 
ηλεκτρονίων (Εικόνα 4.3δ). 
 Η ένωση 4 παρουσιάζει μια από τις μικρότερες ενέργειες πρόσδεσης. Οι 
στερικές περιοχές με θετική συνεισφορά  είναι κοντά στον δακτύλιο με το 
άζωτο και η στερική περιοχή με αρνητική συνεισφορά είναι κοντά στο 
φουλερενικό σκελετό και την ομάδα –SO2  αντιστοίχως. Στην εικόνα 4.3β δεξιά 
με μπλε χρώμα παρουσιάζεται η περιοχή που ευνοεί τις ηλεκτροστατικές 
αλληλεπιδράσεις. Το γεγονός πως βρίσκεται μακριά από το βασικό κορμό της 
ένωσης 4, εξηγεί την μειωμένη δραστικότητα της ένωσης. Αντίστοιχα στις 
εικόνες 4.3δ και 4.3ε (δεξιά) παρουσιάζονται οι συνεισφορές  για τις ομάδες 
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που μπορούν να δράσουν είτε ως δότες υδρογόνων είτε ως δέκτες. Οι θετικές 
συνεισφορές παρουσιάζονται με το μώβ χρώμα και προέρχονται από ομάδες 
όπως η αμινομάδα (–NH2), ενώ η ομάδα –SO2  δεν έχει αντίστοιχη θετική 
συνεισφορά. 
 
Πίνακας 4.4: Ενώσεις δοκιμής για τον έλεγχο των μοντέλων QSAR: σύγκριση 
πειραματικών (ενώσεις 55-74) και υπολογισμένων (ενώσεις 52-54) ενεργειών 
πρόσδεσης, μέσω μοριακής πρόσδεσης, με τις αντίστοιχες προβλέψεις των 
μοντέλων CoMFA/CoMSIA. 
 
 
Ενώσεις 
Ενέργεια 
πρόσδεσης 
(kcal/mol) 
Πρόβλεψη Ενέργειας Πρόσδεσης 
(kcal/mol) 
CoMFA CoMSIA 
52 
O
O
N
CH3
CH3
O
O
CH3
 
–8.27 –8.44 –8.35 
53 
N
O
O
NH
O
CH3
 
–6.38 –5.91 –6.11 
54 O
O CH3CH3
 
–5.51 –5.58 –5.56 
55 
OH
 
–9.61α –8.83 –9.06 
56 
NH
H
NH
NH
NH2
O OH
 
–4.99 –4.67 –5.08 
57 
NH
H
O
OH
NH2
 
–5.66 –6.51 –5.83 
58 
NH
H
O
OH
NH2
 
–7.26 –7.02 –7.06 
59 
O
O
O
OH
 
–9.38 –8.59 –8.63 
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60 
NH
NH
O O
OH
O O
OH  
–7.05 –6.88 –6.88 
61 
NH
H
O
OH
 
–8.65 –9.23 –9.14 
62 
NH
H
O
OH
CH3
 
–3.96 –3.48 –3.87 
63 
NH
H
O
NH
O
OH
O
OH
 
–5.28 –4.86 –4.97 
64 
 
–7.69 –7.98 –8.07 
65 
 
N
O
CH3
O
O
OH
 
–8.29 –7.96 –7.96 
66 
N
O
O
OH
 
–7.05 –7.90 –7.70 
67 
CH3
O
O
O
OH  
–7.76 –7.35 –7.44 
68 
O
O
O
OH
 
–7.14 –6.52 –6.83 
69 
N
O
O
OH
 
–7.60 –7.00 –7.02 
70 
 
–6.40 –5.89 –6.56 
71 
O
O O
O
OO
 
–5.31 –6.28 –5.79 
NH
O
OH
OH
OH
 
CH3
N
O
O
OH
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72 
OH
OH
 
–6.52 –6.26 –6.90 
73 
N CH3
N
CH3
 
–5.68 –5.93 –5.89 
74 
O
O
CH3
O O
CH3
 
–7.03 –8.17 –7.49 
α. 
Πειραματικές τιμές ενέργειας πρόσδεσης (ενώσεις 55-74, που έχουν ληφθεί από τη 
βιβλιογραφική παραπομπή 
164,165,196,197
). 
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α.                                                                        
         
 
 
 
 
 
 
β. 
 
 
 
 
 
 
 
γ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
δ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
ε. 
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N
N
N
OH
CH3 NH2
N
NH2
S
O
O OH
Εικόνα 4.3:  Χάρτες ισοϋψών καμπύλων που προέκυψαν από τη χρήση του  
CoMSIA 3D-QSAR για: ένωση 18 (αριστερά) και ένωση 4 (δεξιά):  
α.  πράσινο (κίτρινο) χρώμα δείχνει τις στερικές περιοχές με θετική (αρνητική) 
συνεισφορά.  
β. ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις με μπλε (κόκκινο) όπου οι 
ηλεκτραρνητικές ομάδες αυξάνουν (μειώνουν) τη δράση του μορίου 
προσδέτη.  
γ. Υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις σε κίτρινο (άσπρο) παρουσιάζουν την 
περιοχή όπου ομάδες αυξάνουν (μειώνουν) την αναστολική δράση.  
δ. Ομάδες-δότες υδρογόνων σε γαλάζιο (σκούρο μπλε) οι περιοχές με θετική 
(αρνητική) συνεισφορά.  
ε. Ομάδες-δέκτες υδρογόνων σε μωβ (κόκκινο) χρώμα οι περιοχές με θετική 
(αρνητική) συνεισφορά. 
 
 
 
    Α              Β 
 
 
Ένωση 18                                                          Ένωση 4 
 
 Πρώτη στρατηγική για το σχεδιασμό αναστολέων της HIV-1 PR. Τα 
αποτελέσματα του μοντέλου CoMSIA οδήγησαν στο σχεδιασμό νέων 
φουλερενικών παραγώγων με βάση την ένωση 18 (Πίνακας 4.5). Η προσθήκη 
στερικών ομάδων όπως: τριτοταγές βουτύλιο (74), πεντάνιο (75) και 1,3-
διμέθυλο βενζόλιο (77) οδηγεί σε αύξηση της απόλυτης ενέργειας πρόσδεσης, 
όπως επιβεβαιώνουν οι τιμές -13,32, -14,02 και -13,45 kcal mol-1 αντιστοίχως. 
Με την προσθήκη μιας δεύτερης στερικής ομάδας (Πίνακας 4.5, ενώσεις 76 
και 78), η ενέργεια πρόσδεσης ελαττώνεται σε σχέση με το μονο-
υποκατεστημένο φουλερενικό παράγωγο (-13,25 και -12,03 kcal mol-1). Η 
ελάττωση μπορεί να οφείλεται στο μέγεθος του φουλερενίου και συνεπώς στα 
στερικά εμπόδια μέσα στην κοιλότητα πρόσδεσης. Αντίθετα προσθήκη 
ηλεκτραρνητικών ομάδων όπως το καρβοξύλιο (-COOH) (Πίνακας 4.5, ένωση 
79) επίσης οδηγεί σε αύξηση της ενέργειας πρόσδεσης (-14,08 kcal mol-1). 
Όμως αντικατάσταση με καρβονύλιο (–COCH3, ένωση 80) δε συνεισφέρει 
σημαντικά στην αύξηση της ενέργειας πρόσδεσης (-12,68 kcal mol-1). 
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Πίνακας 4.5: Υπολογισμένες ενέργειες πρόσδεσης των παραγώγων με 
βάση την ένωση 18 και τα αποτελέσματα CoMSIA. 
 
 
                                A 
                                            B 
 
Ένωση Υποκαταστάτες 
Υπολογισμένη 
ενέργεια πρόσδεσης 
(kcal mol
-1
) 
18 R1= R2= R3= R4=R5= –H –10.82 
74 
 
R1=                      
–13.32 
75 
 
R1=        
 
–14.02 
76 
 
R1=                   R3=   
 
–13.25 
77 
  R3=                                          
–13.45 
78 
R1=                  R3=  
–12.03 
79 R2= –COOH     –14.08 
80 
 
R2=                   
–12.68 
 
 
 Δεύτερη στρατηγική για το σχεδιασμό αναστολέων της HIV-1 PR. Τα 
βήματα που ακολουθήθηκαν εδώ είναι: (α) Επιλογή μιας ένωσης που έχει 
ικανοποιητική ενέργεια πρόσδεσης στην πρωτεάση. Για το σκοπό αυτό 
επιλέξαμε το αντιϊκό φάρμακο σακουιναβίρη (Πίνακας 4.2).  
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(β) Επιλογή τμημάτων της σακουιναβίρης, τα οποία με τις κατάλληλες αλλαγές 
θα προσαρτηθούν στο φουλερενικό σκελετό. Η επιλογή των τμημάτων 
φαίνεται στην εικόνα 4.4.  
 Τα αποτελέσματα για τα νέα φουλερενικά παράγωγα φαίνονται στον 
Πίνακα 4.6. Οι ενώσεις 84-87 καταδεικνύουν την επίδραση, στην ενέργεια 
πρόσδεσης, της υποκατάστασης ενός έως τεσσάρων –Η του αρωματικού 
δακτυλίου από υδροξύλια (-ΟΗ). Μάλιστα, η μέγιστη συνεισφορά 
παρατηρείται στην ένωση 87 όπου έχουν αντικατασταθεί και τα 4 υδρογόνα. 
Αύξηση της ενέργειας πρόσδεσης  επιτυγχάνεται με αντικατάσταση της 
ομάδας –C6H5 με την –C6H4N (ενώσεις 81 και 83). Η σύγκριση των ενώσεων  
 
82 και 86 καταδεικνύει ότι η ομάδα                έχει μεγαλύτερη επίδραση στην  
 
ενέργεια πρόσδεσης από την αντίστοιχη               . Αντιθέτως οι ενώσεις 83/84 
και 88/89 παρουσιάζουν μικρή μείωση της ενέργειας πρόσδεσης, λόγω της 
αντικατάστασης ενός –Η από ένα υδροξύλιο. Η υποκατάσταση τριών –Η από 
–ΟΗ (ένωση 92) ή από –ΝΗ2 (ένωση 93) οδηγεί σε αύξηση της ενέργειας 
πρόσδεσης. Σημειώνουμε ότι για το σχεδιασμό των ενώσεων 95 και 96, έγινε 
χρήση τμημάτων της σακουιναβίρης τα οποία έχουν πεπτιδικά 
χαρακτηριστικά. Η παρουσία του αμιδικού δεσμού αυξάνει την πιθανότητα 
δημιουργίας δεσμών υδρογόνου και συνεπώς μπορεί να εξηγήσει την αύξηση 
της ενέργειας πρόσδεσης των συγκεκριμένων ουσιών. 
 Οι ενώσεις 86, 87, 94, 95 και 96 εμφανίζονται ως οι πιθανότερα 
ισχυρότεροι αναστολείς του ενζύμου και όπως αναφέρθηκε οι δύο τελευταίες 
περιλαμβάνουν αμιδικούς δεσμού. Είναι σημαντικό να τονίσουμε ότι ο 
ισχυρότερος, ως σήμερα, φουλερενικός συνθετικός αναστολέας της 
πρωτεάσης παρουσιάζει δράση της τάξεως των 36 nM.166 Οι ουσίες που 
σχεδιάσθηκαν (Πίνακες 4.5 και 4.6) εμφανίζουν ανασταλτική δράση της 
τάξεως των pM. Για παράδειγμα η ένωση 87 έχει IC50= 28,3 pM τιμή 
μικρότερη και από αυτή της λοπιναβίρης. Στον Πίνακα 4.2 οι υπολογισμένες 
ενέργειες πρόσδεσης μέσω μοριακής πρόσδεσης, για τα προτεινόμενα 
παράγωγα είναι μικρότερες κατά 2,73 kcal mol-1.  
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Εικόνα 4.4: Τμήματα της σακουιναβίρης (σε πλαίσιο) που χρησιμοποιήθηκαν 
για το σχεδιασμό φουλερενικών παραγώγων του Πίνακα 4.6. 
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Πίνακας 4.6: Προτεινόμενες δομές και υπολογισμένες ενέργειες 
πρόσδεσης. 
Αρ. 
Ένωση Υπολογισμένη ενέργεια 
πρόσδεσης (kcal mol
-1
) 
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O
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O
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–16.03 
 
 Ανάλυση δεσμών υδρογόνου. Η ανάλυση των δεσμών υδρογόνου, που 
εμφανίζονται στα σύμπλοκα φουλερενίου-HIV-1 PR, καταδεικνύουν τις 
ομοιότητες και διαφορές τους στον τρόπο πρόσδεσης. Μία βασική 
παρατήρηση είναι ότι τα φουλερενικά παράγωγα αλληλεπιδρούν κυρίως με τα 
ακόλουθα αμινοξέα της πρωτεάσης: τα ασπαρτικά οξέα στις θέσεις 29/29’, 
30/30’ και τις γλυκίνες στις θέσεις 48/48’ (Πίνακας 4.7). Όλες οι βασικές 
αλληλεπιδράσεις αναφέρονται σε αμιδικά υδρογόνα (Ν-Η) του σκελετού της 
πρωτεάσης και σε οξυγόνα των παραγώγων (ΟΗ, C-O-C ή C=O). Τα 
αποτελέσματα στον Πίνακα 4.7 καταγράφονται ως επί τοις εκατό (%) ποσοστό 
διατήρησης του υδρογονοδεσμού στο χρόνο προσομοίωσης. Για παράδειγμα, 
η αλληλεπίδραση μεταξύ Asp29 και της ένωσης 52 εμφανίζεται στο 61% του 
ολικού χρόνου προσομοίωσης, ενώ ο δεσμός ανάμεσα στην ένωση 87 και στο 
Asp29’ εμφανίζεται σχεδόν καθ’ όλη την προσομοίωση (91%). Επίσης είναι 
σημαντικό να παρατηρηθεί ότι τα φουλερενικά παράγωγα τείνουν να 
δημιουργούν δεσμούς υδρογόνου με αμινοξέα μόνο στη μία από τις δύο 
αλυσίδες της πρωτεάσης. Στην ένωση 52 εμφανίζεται μια σημαντική 
αλληλεπίδραση με την περιοχή των πτερυγίων του ενζύμου κατά τα πρώτα 5 
ns, μεταξύ του καρβονυλικού –Ο της ένωσης και της Gly48 (Πίνακας 4.7). 
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Είναι ενδιαφέρουσα η σχέση των δύο καρβονυλικών –Ο στην πλευρική 
αλυσίδα του φουλερενίου της ένωσης 54. Στο πρώτο μισό της 
προσομοίωσης, η αλληλεπίδραση εμφανίζεται μεταξύ των Asp29 και Asp30 
με το Ο1 και το Ο2, ενώ κατά τα τελευταία 5 ns η σχέση αυτή αντιστρέφεται 
(Ο1 με Asp30 και Ο2 με Asp29) (Εικόνα 4.5α και β). Η ένωση 87 εμφανίζει 
τους περισσότερους υδοργονοδεσμούς (Πίνακας 4.7, Εικόνα 4.6). Ο 
υδρογονοδεσμός του (Ο7) με το ένα πτερύγιο του ενζύμου (Gly48’) και ένας 
ακόμα μεταξύ του (Ο4) με το αμινοξύ Asp29’ είναι οι βασικές αλληλεπιδράσεις 
που προσδίδουν στην ένωση 87 ισχυρή πρόσδεση στο ενεργό κέντρο της 
πρωτεάσης. 
 Η ανάλυση του συμπλόκου με την ένωση 96 δείχνει την ύπαρξη μόνο 
δυο δεσμών υδρογόνου με την πρωτεάση. Η ένωση έχει παρόμοια 
χαρακτηριστικά με τις υπόλοιπες ενώσεις που μελετήσαμε. Συγκεκριμένα, 
δημιουργεί ένα δεσμό με τη Gly48’ στα πτερύγια της πρωτεάσης (26% επί του 
συνολικού χρόνου της προσομοίωσης) και ένα λιγότερα συχνό (10%) δεσμό 
με το Asp25’ στο ενεργό κέντρο της πρωτεάσης. Από όλα τα παράγωγα, η 
ένωση 96 ήταν η μόνη που αλληλεπιδρά με αμινοξέα στο ενεργό κέντρο. Είναι 
εμφανές, ότι ακόμα και αν τα παράγωγα δεν παρουσιάζουν κοινές 
αλληλεπιδράσεις, όλα σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου με ένα ή περισσότερα 
αμινοξέα κοντά στο ενεργό κέντρο (θέσεις 29, 30, 29’ και 30’) καθώς και με 
αμινοξέα στα πτερύγια της πρωτεΐνης (θέσεις 48 και 48’). 
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Πίνακας 4.7: Παρουσία (%) δεσμών υδρογόνου μεταξύ των 
φουλερενικών παραγώγων και της HIV-1 PR όπως υπολογίζονται από 
τη ΜΔ. 
 
              Ενώσεις α 
 
Αμινοξέα β 
52 53 54 87 96 
Asp29 60,57 N/Aγ 75,31 N/A N/A 
Asp30 22,14 N/A 12,78 N/A N/A 
Asp29’ N/A 78,42 N/A 93,51 N/A 
Asp30’ N/A 39,97 N.A 47,71 N/A 
Gly48 45,03 N/A N/A 13,85 25,70 
Gly48’ N/A N/A N/A 60,24 N/A 
Asp25’ N/A N/A N/A N/A 10,00 
Υπολογισμένη ενέργεια 
(kcal mol-1) 
–8,28 –6,38 –5,52 –15,93 –16,03 
α.  Ενώσεις που χρησιμοποιήθηκαν για ΜΔ (Πίνακες 4.5 και 4.6). 
β. Αμιδομάδα (–NH) από τα αμινοξέα της πρωτεΐνης που σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου με 
τα παράγωγα. 
γ. Ν/A: Υδρογονοδεσμοί με παρουσία μικρότερη του 10% δεν παρουσιάζονται. 
 
 
 
α.                                                      β. 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 4.5: Δομή του φουλερενικού παραγώγου 54 και των ατόμων που 
συμβάλλουν στους δεσμούς υδρογόνου με την πρωτεάση. α) στα πρώτα 5 ns 
και β) στα τελευταία 5 ns. 
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Εικόνα 4.6: Σχηματική παρουσίαση των υδρογονοδεσμών της ένωσης 87 και 
των αμινοξέων της πρωτεάσης. 
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 Ανάλυση των δομικών χαρακτηριστικών (αποστάσεων) στο ενεργό 
κέντρο και τα πτερύγια του ενζύμου. Στη συνέχεια αναλύσαμε τις αποστάσεις 
μεταξύ των ατόμων α-άνθρακα (Cα) του Asp25 στο ενεργό κέντρο και του 
αμινοξέους Ile50 στα πτερύγια της πρωτεάσης (Εικόνα 4.7α), καθώς και 
μεταξύ των αμινοξέων Ile50 και Ile50’ (Εικόνα 4.7β). Η ανάλυση 
επικεντρώθηκε στο σύμπλοκο με την ένωση 87, η οποία παρουσιάζει την 
υψηλότερη ενέργεια πρόσδεσης. Η απόσταση μεταξύ Asp25 και Ile50 
εμφανίζεται μεγαλύτερη στα πρώτα νανοδευτερόλεπτα (Εικόνα 4.7α) και στη 
συνέχεια μειώνεται και σταθεροποιείται στα 17.5 Å περίπου. Υπάρχουν 
πειραματικές και θεωρητικές μελέτες που καταδεικνύουν αυτή τη  μετακίνηση 
των πτερυγίων προς το ενεργό κέντρο, όπως φαίνεται και εδώ. Αυτό το 
γεγονός αποτελεί χαρακτηριστική συμπεριφορά  της πρωτεάσης κατά την 
πρόσδεση ενός μορίου.67,68 Στα χρονικά σημεία 7 ns, 13 ns και 17 ns η 
απόσταση παρουσιάζει τη χαμηλότερη τιμή της (≈15,5 Å). Η μικρή 
διακύμανση της απόστασης μεταξύ των πτερυγίων μετά τα πρώτα 10 ns 
μπορεί να εξηγηθεί από την ύπαρξη ενός δεσμού υδρογόνου μεταξύ των 
αμινοξέων Gly51 και Gly51’ (παρουσία 65%) που  εμφανίζεται περίπου στα 
7,5 ns και μέχρι το τέλος της προσομοίωσης. Στην εικόνα 4.7β φαίνεται η 
αλλαγή στην απόσταση των δύο ισολευκίνων (Ile 50/50’). Κατά τα πρώτα 10 
ns, η μεταξύ τους απόσταση αυξάνει φτάνοντας τα 10 Å και στη συνέχεια 
παραμένει σταθερή καθ’ όλη τη διάρκεια της προσομοίωσης. Η μεταβολή 
υποδηλώνει τη σταθεροποίηση της δομής των πτερυγίων της πρωτεάσης 
πάνω από το μόριο του προσδέτη, οδηγώντας  σε μια κλειστή δομή της HIV-1 
PR. Η παρατήρηση αυτή συμφωνεί με τα αποτελέσματα άλλων μελετών, 
όπως των Zhu et al.124 
 Τα αποτελέσματα της ανάλυσης δείχνουν ότι τα φουλερενικά παράγωγα 
δεν αλληλεπιδρούν άμεσα με την καταλυτική τριάδα (Asp-Thr-Gly) του 
ενζύμου, αλλά κυρίως με αμινοξέα κοντά στο ενεργό κέντρο (29/29’ και 30/30’) 
καθώς και με τα πτερύγια της πρωτεάσης (π.χ. Gly48/48’). Το σύμπλοκο της 
πρωτεΐνης με την ένωση 96 παρουσιάζει παρόμοια συμπεριφορά με αυτό της 
ένωσης 87. Η μοναδική διαφορά στα δύο σύμπλοκα εμφανίζεται στην 
αλληλεπίδραση μεταξύ Gly51-Gly51’, η οποία είναι λιγότερο εμφανής 
(παρουσία 38%) στο σύμπλοκο της ένωσης 96. Τα δύο διαφορετικά μόρια 
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προσδέτες αλληλεπιδρούν με δύο διαφορετικές περιοχές της πρωτεάσης 
(πτερύγια και ενεργό κέντρο). Αυτές οι αλληλεπιδράσεις είναι πιθανόν 
υπεύθυνες για την αυξημένη ενέργεια πρόσδεσης των ενώσεων 87 και 96 με 
την HIV-1 PR. 
 
 α.                                                              β. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 4.7: Υπολογισμένες αποστάσεις (στα 20 ns) μεταξύ ατόμων Cα για τα 
αμινοξέα Asp25 (ενεργό κέντρο), Ile50 και Ile50’ (πτερύγια) στο σύμπλοκο 
HIV-1 PR-ένωση 87: 
(α) Απόσταση Asp25-Ile50. 
(β) Απόσταση Ile50-Ile50’. 
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Εικόνα 4.8: Διακύμανση τιμών rmsd, για τα σύμπλοκα HIV-1PR–87 (α, β, γ) 
και HIV-1 PR–96 (δ). 
(α) Πρωτεάση–ένωση 87 (μπλε) και αμινοξέα (44-55, 44’-55’) στα πτερύγια 
(κόκκινα). 
(β) και (δ). Αμινοξέα ενεργού κέντρου (Asp-Thr-Gly). 
(γ) Αμινοξέα 79-83 (κόκκινο) και 79’-83’ (μαύρο). 
 
 Ανάλυση τιμών απόκλισης της μέσης τιμής των τετραγώνων (root mean 
square deviation-rmsd). Για τον έλεγχο της σταθερότητας της δομής της 
πρωτεάσης αναλύθηκαν οι τιμές rmsd για τα άτομα άνθράκα (Cα) του 
συμπλόκου πρωτεάσης- ένωσης 87. Ως δομή αναφορά για την ανάλυση 
χρησιμοποιήθηκε η δομή του συμπλόκου από τους υπολογισμούς μοριακής 
πρόσδεσης. Η ανάλυση των τιμών δεν έδειξε κάποια σημαντική δομική 
αλλαγή στην πρωτεάση κατά το χρόνο  προσομοίωσης της ΜΔ, η μέση τιμή 
υπολογίστηκε σε 1,9 Å (Εικόνα 4.8α μπλε). Η διακύμανση στις τιμές rmsd 
ελαχιστοποιήθηκε μετά από περίπου 10 ns. Επίσης, η ανάλυση των τιμών 
rmsd για την περιοχή των πτερυγίων (44-55 και 44’-55’) του συμπλόκου, 
 
94 
 
έδειξε τη δομική αλλαγή που συντελείται (Εικόνα 4.8α κόκκινο). Η μέση τιμή 
υπολογίστηκε σε 2,6 Å. Στην αρχή της προσομοίωσης το συγκεκριμένο τμήμα 
εμφανίζεται πολύ ευκίνητο, ενώ με το πέρασμα του χρόνου η κινητικότητα 
μειώνεται. Αυτό παρατηρείται χάρη στην εμφάνιση σταθεροποιητικών δεσμών 
υδρογόνου μεταξύ του προσδέτη και του αμινοξέος Gly48’ στο πτερύγιο 
(Πίνακας 4.7) και μεταξύ των δύο γλυκινών στα πτερύγια. Παρατηρείται ότι οι 
τιμές rmsd στην περιοχή των πτερυγίων είναι μεγαλύτερες σε σχέση με 
ολόκληρη την πρωτεάση. Οδηγούμαστε λοιπόν στο συμπέρασμα πως οι 
δομικές αλλαγές που παρατηρήθηκαν σε όλο το ένζυμο, οφείλονται κυρίως 
στις αλλαγές των πτερυγίων του. 
 Το επόμενο βήμα ήταν η ανάλυση του ενεργού κέντρου της πρωτεάσης 
(Εικόνα 4.8β). Η μέση τιμή rmsd (≈1,5 Å) οδηγεί στην παρατήρηση ότι το 
ενεργό κέντρο δεν παρουσιάζει σημαντικές δομικές αλλαγές και είναι σχετικά 
σταθερό σε όλο το χρονικό διάστημα της προσομοίωσης της ΜΔ. Συνεπώς, 
θελήσαμε να παρατηρήσουμε αν υπάρχουν αλλαγές στη γειτονική περιοχή. 
Το τμήμα του ενζύμου που ορίζεται από τα αμινοξέα 79-83 (και 79’-83’) 
περιβάλλει το ενεργό κέντρο και έχει άμεση επαφή με το διαλύτη. Στην 
ανάλυσή παρατηρήθηκε (Εικόνα 4.8γ) ότι δεν υπάρχει σημαντική διαφορά σε 
αυτά τα δύο τμήματα. Τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με άλλες μελέτες 
(όπως Zoete et al.) σε διαφορετικά σύμπλοκα της HIV-1 PR198 και 
επιβεβαιώνουν την ύπαρξη ομοιοτήτων στον τρόπο πρόσδεσης στην 
πρωτεάση. Αυτή η κοινή συμπεριφορά παρατηρείται και στο σύμπλοκο της 
ένωσης 96, καθώς η περιοχή των πτερυγίων εμφανίζει και σε αυτήν την 
περίπτωση μεγαλύτερη διακύμανση σε σχέση με ολόκληρη την πρωτεΐνη. Η 
διαφορά στο σύμπλοκο με τη ένωση 96 εντοπίζεται στην περιοχή του ενεργού 
κέντρου. Στη συγκεκριμένη περίπτωση παρατηρείται μετά τα πρώτα 7 ns μια 
δομική αλλαγή που οφείλεται, πιθανότατα, στην εμφάνιση αλληλεπιδράσεων 
μεταξύ του Asp25 και της ένωσης 96 (Εικόνα 4.8δ).  
 Το συμπέρασμα από την ανάλυση των δομικών αλλαγών που 
παρουσιάζονται στην πρωτεάση είναι η έλλειψη σημαντικής διαφοροποίησης 
(εκτός από την περιοχή των πτερυγίων) κατά την πρόσδεση των 
φουλερενικών παραγώγων. Όπως είναι αναμενόμενο, η περιοχή των 
πτερυγίων, μετά τις αρχικές δομικές αλλαγές, σταθεροποιείται κυρίως λόγω 
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της παρουσίας αλληλεπιδράσεων με τα μόρια προσδέτες (υδρογονοδεσμοί με 
Gly48/48’). 
 Ανάλυση MM-PBSA. Για την ακριβέστερη αξιολόγηση της ελεύθερης 
ενέργειας πρόσδεσης χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος MM-PBSA. Η επίτευξη της 
ενεργειακής ισορροπίας, για τα σύμπλοκα με τις ενώσεις 87, 96 και C60, έγινε 
μετά την πάροδο 7 ns. Η περίληψη των αποτελεσμάτων παρουσιάζεται στον 
Πίνακα 4.8. Είναι εμφανής η ποιοτική συμφωνία την αποτελεσμάτων της 
ενέργειας πρόσδεσης, όπως υπολογίζεται από τη μέθοδο MM-PBSA και από 
το λογισμικό μοριακής πρόσδεσης (ArgusLab). Και οι δυο μέθοδοι δείχνουν 
ότι: (α) οι ενώσεις 87 και 96 έχουν υψηλές ενέργειες πρόσδεσης |ΔGπρόσδεσης| 
και (β) η ένωση 96 παρουσιάζει ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης |ΔGπρόσδεσης| 
μεγαλύτερη από την ένωση 87. Από τον πίνακα φαίνεται πως η τιμή ΔEΜΜ 
είναι παρόμοια και για τα δύο παράγωγα, αλλά οι συνεισφορές ΔEelec και 
ΔEvdW διαφέρουν. Όλες οι άλλες ενεργειακές συνεισφορές παρουσιάζουν 
ομοιότητες και για τις δύο ενώσεις. Η συνολική ηλεκτροστατική συνεισφορά 
(ΔEelec(tot) = ΔEelec + ΔGPB) είναι 45,18 kcal/mol για την ένωση 87 και 39,59 
kcal/mol για την ένωση 96. Επίσης παρατηρείται ότι η εντροπία (-TΔS) είναι 
παραπλήσια και για τα τρία σύμπλοκα (Πίνακας 4.8). Η πρόσδεση των 
φουλερενίων στην HIV-1 PR επηρεάζεται κυρίως από τις van der Waals 
συνεισφορές (ΔEvdW) και από τις μη πολικές (ΔGΝΡ), με την ενέργεια ΔEvdW να 
έχει τη μεγαλύτερη συνεισφορά. Το συγκεκριμένο μοτίβο στην πρόσδεση στο 
ένζυμο έχει παρατηρηθεί και σε άλλες μελέτες.198-200 
 Παρατηρείται, επίσης, πως ο φουλερενικός σκελετός (C60) έχει θετική 
ενέργεια πρόσδεσης (Πίνακας 4.8). Αυτό πιθανότατα οφείλεται στο γεγονός 
ότι δεν υπάρχουν ομάδες που μπορεί να δημιουργήσουν αλληλεπιδράσεις με 
τα αμινοξέα στην κοιλότητα της πρωτεάσης. Αυτό δείχνει πως οι υψηλές 
ελεύθερες ενέργειες πρόσδεσης των παραγώγων 87 και 96 οφείλονται κυρίως 
στις πλευρικές ομάδες του φουλερενίου. Η συνεισφορά του σκελετού είναι 
κυρίως συνυφασμένη με τις van der Waals αλληλεπιδράσεις στην ενέργεια 
πρόσδεσης. 
 Για τον υπολογισμό την ενέργειας διαλυτότητας (solvation) με τη μέθοδο 
MM-PBSA δεν υπολογίζεται ξεχωριστά η ενέργεια του κάθε μορίου νερού. 
Αντίθετα, γίνεται χρήση ενός μοντέλου (Poisson-Boltzmann) με 
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προκαθορισμένες παραμέτρους και την εισαγωγή νέων όρων για τον 
υπολογισμό της ενέργειας και της υδροφοβικότητας (βλ. εξισώσεις 2.17-2.19, 
Κεφάλαιο 2). Η χρήση των προκαθορισμένων τιμών μπορεί να εξηγήσει τη 
διαφορά μεταξύ θεωρητικής και πειραματικής τιμής. Αυτή η απόκλιση μπορεί 
να ελαχιστοποιηθεί με τη χρήση της μεθόδου LCPO (Linear Combinations of 
Pairwise Overlaps) για τον υπολογισμό της υδροφοβικής συνεισφοράς 
(SASA, Εξίσωση 2.19, Κεφάλαιο 2). Ως αποτέλεσμα, εμφανίζεται 
ικανοποιητική αναπαραγωγή των πειραματικών τιμών σε υδροφοβικά 
συστήματα όπως αποδεικνύεται από διάφορες μελέτες.140,141,201,202 
 
Πίνακας 4.8: Συνεισφορές στην ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης 
(ΔGπρόσδεσης) για τα σύμπλοκα της HIV-1 PR με τις ενώσεις 87, 96 και 
C60, όπως υπολογίστηκαν με τη μέθοδο MM-PBSA. 
 
Ανάλυση ΔGπρόσδεσης (kcal mol
-1) 
Ένωση 87 Ένωση 96 C60 
ΔEelec –14.74 (3.01)
α –20.78 (2.70) –5.24 (3.14) 
ΔEvdW –83.90 (2.55) –76.80 (2.61) –65.37 (3.00) 
ΔEMM –98.65 (2.48) –97.58 (2.94) –70.61 (2.89) 
ΔGNP –26.35 (2.11) –25.14 (2.16) –34.25 (2.95) 
ΔGPB 59.92 (2.32) 60.37 (1.99) 56.59 (2.58) 
ΔGsol
 33.57 (2.13) 35.23 (2.06) 22.34 (3.04) 
ΔGelec(tot) 45.18 (2.44) 39.59 (2.02) 51.35 (2.76) 
ΔΗ(MM+solv) –65.08 (2.87) –62.35 (2.30) –48.27 (2.92) 
-TΔStot 53.11 (2.24) 49.60 (1.95) 49.52 (3.14) 
ΔGπρόσδεσης –11.97 –12.75 1.25 
Σημείωση: ΔGelec(tot) = ΔEelec + ΔGPB και ΔGsol = ΔGPB + ΔGNP  
 
α 
Οι αριθμοί στις παρενθέσεις εκφράζουν τη μεταβλητότητα (standard deviation). 
 
 Ανάλυση ενεργειακής συνεισφοράς ανά αμινοξύ. Το επόμενο βήμα είναι 
η ανάλυση της ενεργειακής συνεισφοράς κάθε αμινοξέους. Η εικόνα 3.9 
παρουσιάζει τις συνεισφορές όλων των αμινοξέων στην ελεύθερη ενέργεια 
πρόσδεσης (ΔGπρόσδεσης). Το αποτέλεσμα καταδεικνύουν ότι αμινοξέα σε 
συγκεκριμένες περιοχές των πτερυγίων (στην αλυσίδα Β) έχουν ευνοϊκή 
συνεισφορά στην ενέργεια πρόσδεσης. Για παράδειγμα η Gly48’ και η Gly51’ 
συνεισφέρουν κατά -2,7 και -2,4 kcal mol-1 αντίστοιχα. Επίσης παρατηρήθηκε 
πως οι δεσμοί υδρογόνου της ένωσης 87 με αμινοξέα των πτερυγίων της 
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αλυσίδας Β οδηγούν σε μεγαλύτερη συνεισφορά σε σχέση με αυτά της 
αλυσίδας Α. Επίσης ευνοϊκή συνεισφορά κατά -3,3 kcal mol-1 παρουσιάζεται 
και από τα αμινοξέα Glu και Ile στις θέσεις 21 και 62’ (Εικόνα 4.9). Τέλος, 
παρατηρείται αυξημένη συνεισφορά των αμινοξέων του ενεργού κέντρου. 
 Η εικόνα 4.10 δείχνει τον καταμερισμό της ενέργειας (ΔGπρόσδεσης, 
πράσινο), για το σύμπλοκο με την ένωση 87, σε μεταβολή ενθαλπίας (ΔΗ, 
γαλάζιο) και μεταβολή εντροπίας (-ΤΔS, μπλε). Σ’ αυτήν παρουσιάζονται τα 
αμινοξέα του ενεργού κέντρου (Asp25/25’-Thr26/26’-Gly27/27’), των 
πτερυγίων (Ile50/50’) και των αμινοξέων που σχηματίζουν δεσμούς 
υδρογόνου με την ένωση (Asp29/29’ και Gly48/48’). Το Asp25’ εμφανίζει την 
υψηλότερη συνεισφορά (-2,7 kcal mol-1), απ’ όλα τα αμινοξέα του ενεργού 
κέντρου, παρόλο που δεν αλληλεπιδρά με την ένωση 87. Όπως φαίνεται στην 
εικόνα 4.10 ο δεσμός υδρογόνου με το αμινοξύ Asp29’ είναι κυρίως 
υπεύθυνος για τη μεγάλη συνεισφορά στην ολική ενέργεια (ΔGπρόσδεσης). 
Συμπερασματικά, μπορούμε να τονίσουμε πως η ύπαρξη αλληλεπιδράσεων 
(όπως οι δεσμοί υδρογόνου) δε σημαίνει αυτομάτως και υψηλή συνεισφορά 
στην ενέργεια πρόσδεσης. Η συνεισφορά της ενθαλπίας (Εικ. 4.10, γαλάζιο) 
είναι συγκρίσιμη με ελαφρά υψηλότερες τιμές σε σχέση με αυτές της 
εντροπίας (Εικ. 4.10, μπλε). Από την εικόνα 3.9 φαίνεται ότι πολλά αμινοξέα, 
χωρίς άμεση αλληλεπίδραση με το μόριο προσδέτη, έχουν υψηλή συνεισφορά 
στην ενέργεια πρόσδεσης. Γενικώς, τα αμινοξέα με τις υψηλότερες 
συνεισφορές βρίσκονται κοντά στο ενεργό κέντρο και τα πτερύγια τους 
ενζύμου. 
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α.                                                            β.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 4.9: Ανάλυση ενεργειακής συνεισφοράς στην ενέργεια πρόσδεσης 
(ΔG, πράσινο) ανά αμινοξύ για (α) την αλυσίδα A και (β) την αλυσίδα B της 
πρωτεΐνης στο σύμπλοκο με την ένωση 87. 
 
 
 
Εικόνα 4.10: Ενεργειακή συνεισφορά, ΔH (γαλάζιο), TΔS (μπλε), ΔG 
(πράσινο) για τα αμινοξέα στο ενεργό κέντρο (Asp-Thr-Gly) και τα πτερύγια 
(Ile50/50’), καθώς και για τα αμινοξέα που σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου 
με την ένωση 87 (Asp29’, Asp30’, Gly48, Gly48’). 
 
 Φαρμακοκινητικές ιδιότητες (ADMET) φουλερενικών παραγώγων. Τα 
φουλερενικά παράγωγα που έχουν χρησιμοποιηθεί ως αναστολείς της HIV-1 
πρωτεάσης, έχουν σχετικά χαμηλή τοξικότητα.159 Όμως η χρήση λειτουργικών 
ομάδων (π.χ. τμήματα της σακουιναβίρης) ως πλευρικές αλυσίδες μπορεί να 
δημιουργήσει προβλήματα τοξικότητας. Επειδή η σακουιναβίρη έχει 
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σημαντικές παρενέργειες,203 υπολογίσθησαν οι φαρμακοκινητικές ιδιότητες 
(Πίνακας 3.9) των φουλερενικών παραγώγων 81-96 (Πίνακας 4.7).  
 Οι κυτταρικές σειρές  Caco-2 και MDCK χρησιμοποιούνται για τη μελέτη 
και την πρόβλεψη της διαπερατότητας νέων φαρμάκων μέσω κυτταρικών 
μεμβρανών. Οι ιδανικές τιμές της ταχύτητας για τη διαπερατότητα είναι > 500 
nm/s, ενώ ταχύτητες μικρότερες των 25 nm/s αντιστοιχούν σε μικρή 
διαπερατότητα.204 Συνεπώς τα περισσότερα παράγωγα που προτείνουμε 
(ενώσεις 83-85, 88, 89, 93 και ιδιαίτερα οι ενώσεις 81, 91, 94) έχουν 
ικανοποιητική διαπερατότητα (Πίνακας 4.9). Οι ενώσεις με πολικές ομάδες 
(όπως –ΟΗ στα παράγωγα 86, 87, 92) εμφανίζουν μικρή διαπερατότητα. 
Αντίθετα, ενώσεις με μειωμένο πολικό χαρακτήρα παρουσιάζουν αυξημένη 
διαπερατότητα. Ενδιαφέρον παρουσιάζει η επίδραση του τμήματος της 
σακουιναβίρης που χρησιμοποιήθηκε κατά το σχεδιασμό (Εικόνα 4.4). Οι 
ενώσεις 95 και 96 έχουν μικρή διαπερατότητα σε σχέση με τις υπόλοιπες 
λόγω της προσθήκης μεγαλύτερων τμημάτων του φαρμάκου ως πλευρικές 
αλυσίδες. Το αποτέλεσμα είναι λογικό καθώς η σακουιναβίρη εμφανίζει πολύ 
μικρή διαπερατότητα σε κύτταρα Caco-2 και MDCK (9,31 ± 1 nm/s και 4.63 ± 
0.25 nm/s, αντιστοίχως).205 Συμπεραίνεται πως η αύξηση του πολικού 
χαρακτήρα και η χρήση μεγάλων τμημάτων του φαρμάκου ως πλευρικές 
αλυσίδες, μειώνει την κυτταρική διαπερατότητα των παραγώγων. Όμως, οι 
πολικές ομάδες είναι απαραίτητες καθώς αυξάνουν την πιθανότητα εμφάνισης 
αλληλεπιδράσεων (υδρογονοδεσμοί) με την πρωτεάση. Επομένως, για τον 
επιτυχημένο σχεδιασμό νέων αναστολέων δεν πρέπει να υπάρχει ισχυρή 
πολικότητα που να παρεμποδίζει την αυξημένη κυτταρική διαπερατότητα. 
 Επιπροσθέτως, υπολογίστηκε τη δράση των ουσιών 81-96 στο κεντρικό 
νευρικό σύστημα σε μια κλίμακα από -2 (αδρανής) έως +2 (ενεργή). Οι 
ενώσεις 81 και 94 είναι οι περισσότερο ενεργές, αλλά γενικά όλα τα 
παράγωγα έχουν πολύ μικρή δραστικότητα στο CNS. Αυτό σημαίνει πως 
εμφανίζουν λίγες ανεπιθύμητες ενέργειες συνδεδεμένες με το κεντρικό νευρικό 
σύστημα.157 
 Το κανάλι ιόντων καλίου Κ+ hERG έχει συνδεθεί με την  
καρδιοτοξικότητα. Συνεπώς, είναι σημαντικό να ελεγχθεί η δράση νέων 
φαρμάκων στο συγκεκριμένο στόχο για να κατανοηθεί πληρέστερα η ύπαρξη 
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ή όχι τοξικότητας. Μελέτες έχουν δείξει πως η αναστολή του καναλιού hERG 
οδηγεί στο σύνδρομο μακρού QT (Long QT syndrome).164 Όλα τα παράγωγα 
(εκτός από τις ενώσεις 91-93) παρουσιάζουν τιμές IC50 της τάξης των μM. 
Αυτό καταδεικνύει την αυξημένη τοξικότητα των συγκεκριμένων ουσιών. 
Επιπλέον, οι ενώσεις 87, 95 και 96 εμφανίζουν τη χαμηλότερη τοξικότητα. 
Αυτό αυτό μπορεί να οφείλεται στο ότι περιέχουν μεγαλύτερα τμήματα της 
σακουιναβίρης ως πλευρικές αλυσίδες (βλ. Πίνακα 4.6). Οι πειραματικές τιμές 
που αφορούν στην αναστολή του καναλιού για τη σακουιναβίρη είναι IC50 = 
15,3 μΜ (logIC50 = -4,82).
190 
 
Πίνακας 4.9: Φαρμακοκινητικές ιδιότητες των προτεινόμενων 
φουλερενικών παραγώγων 81-96α.  
 
Ένωση Δραστικότητα 
CNS  
(-- έως ++) 
Αναστολή 
διάυλου K
+
  
hERG  
(log IC50) 
Διαπερατότητα 
Caco-2 (nm/s) 
(<25 μικρή, 
>500 μεγάλη) 
Διαπερατότητα 
MDCK (nm/s) 
(<25 μικρή, 
>500 μεγάλη) 
81 - –7.746 1365 692 
82 -- –7.323 65 26 
83 -- –7.389 736 355 
84 -- –7.372 341 155 
85 -- –7.271 104 43 
86 -- –7.068 40 15 
87 -- –6.977 22 8 
88 -- –7.195 423 195 
89 -- –7.090 133 55 
90 -- –7.006 43 16 
91 -- –9.501 1447 737 
92 -- –9.064 39 14 
93 -- –9.220 102 42 
94 - –7.587 1482 756 
95 -- –6.606 9 14 
96 -- –6.848 14 19 
α 
Οι ιδιότητες των ενώσεων υπολογιστήκαν χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα QikProp (Βλ. 
Μέθοδοι)
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4.4 Συμπεράσματα 
 Σκοπός αυτής της μελέτης ήταν: (α) Η χρήση αποτελεσματικών 
στρατηγικών για το σχεδιασμό νέων φουλερενικών παραγώγων ως 
αναστολείς της HIV-1 πρωτεάσης και (β) Η κατανόηση των μοριακών 
μηχανισμών της πρόσδεσης στο ένζυμο. 
 Αναπτύχθησαν δυο μοντέλα 3D-QSAR, CoMFA και CoMSIA για 51 
φουλερενικά παράγωγα. Η προγνωστική ικανότητα των μοντέλων ελέγχθηκε 
με μια ομάδα ουσιών με προσδιορισμένες πειραματικά ενέργειες πρόσδεσης. 
Οι υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις και οι δεσμοί υδρογόνου παρουσιάζουν τη 
μεγαλύτερη συνεισφορά στο μοντέλο CoMSIA. Χρησιμοποιώντας την τεχνική 
CoMSIA σχεδιάσθηκε μια σειρά φουλερενικών παραγώγων, τα οποία 
εμφανίζουν μεγαλύτερη δραστικότητα. Η δεύτερη στρατηγική δίνει έμφαση στη 
χρήση τμημάτων από το φάρμακο σακουιναβίρη στο σχεδιασμό νέων 
πλευρικών αλυσίδων για το φουλερένιο. Τα περισσότερα από τα παράγωγα 
που σχεδιάσθηκαν παρουσιάζουν υψηλές ενέργειες πρόσδεσης στην 
πρωτεάση. 
 Μελετήθηκαν επίσης, οι δεσμοί υδρογόνου που εμφανίζονται στα 
σύμπλοκα του ενζύμου στα παράγωγα 87 και 96, τα οποία εμφανίζουν την 
ευνοϊκότερη ενέργεια πρόσδεσης την πρωτεάση. Παρατηρήθηκε ότι, τα 
φουλερένια παράγωγα:  
(α) σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου με διαφορετικά αμινοξέα 
(β) αλληλεπιδρούν με αμινοξέα κοντά στο ενεργό κέντρο (Asp29/29’, 
Asp30/30’) ή με αμινοξέα στα πτερύγια (Gly48/48’) και 
(γ) δεν αλληλεπιδρούν με τα αμινοξέα Asp-Thr-Gly στο ενεργό κέντρο 
 Είδαμε πως τα πτερύγια της πρωτεάσης εμφανίζουν διαμορφωτικές 
αλλαγές κατά τη διάρκεια της προσομοίωσης. Η σταθεροποίηση της δομής 
τους, που παρατηρείται, οφείλεται στις αλληλεπιδράσεις μεταξύ των 
πτερυγίων και των ενώσεων (π.χ. δεσμοί υδρογόνου με Gly48/48’). Η 
ενεργειακή ανάλυση, μέσω της μεθόδου MM-PBSA, έδειξε ότι η πρόσδεση 
των φουλερενικών παραγώγων (87, 96 και C60) οφείλεται κυρίως σε 
συνεισφορές μέσω van der Waals και μη πολικών αλληλεπιδράσεων (ΔEvdW 
και ΔGNP). Επίσης στην υψηλή ενέργεια πρόσδεσης |ΔGπρόσδεσης| των 
 
102 
 
ενώσεων 87 και 96 συμβάλλουν σημαντικά οι πλευρικές αλυσίδες των 
φουλερενικών παραγώγων και η μεγάλη συνεισφορά ΔΕvdW προέρχεται 
κυρίως από το φουλερενικό σκελετό (C60). 
 Κατά την ανάλυση των ενεργειακών συνεισφορών καταγράφηκε η 
μεγαλύτερη επίδραση της ενθαλπίας σε σχέση με την εντροπία του 
συστήματος. Επίσης παρατηρήθηκε ότι κάποια αμινοξέα, όπως το αμινοξύ 
Asp25’ (συνεισφορά στην ένεργεια πρόσδεση –2,7 kcal/mol), τα οποία δεν 
αλληλεπιδρούν με το μόριο προσδέτη, έχουν σημαντική συνεισφορά στην 
ενέργεια πρόσδεσης. Τέλος, σημαντικό ρόλο στην πρόσδεση ενός μορίου 
παίζουν οι περιοχές κοντά στο ενεργό κέντρο και τα πτερύγια του ενζύμου. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 
Συγκριτική μελέτη των μεταλλάξεων L10I, G48V, L63P, A71V, 
G73S, V82A και I84V σε σύμπλοκα της HIV-1 πρωτεάσης με τη 
σακουιναβίρη 81. 
  
5.1 Εισαγωγή 
 Ένα σημαντικό πρόβλημα που παρουσιάζεται κατά τη θεραπεία του 
AIDS είναι η εμφάνιση ανθεκτικών ιών στα φάρμακα που χορηγούνται. Η 
ανθεκτικότητα του ιού κατά των αναστολέων της HIV-1 πρωτεάσης οφείλεται 
σε μεταλλάξεις που εμφανίζονται στο γονίδιο του ενζύμου. Μάλιστα έχει 
παρατηρηθεί ότι αρχικά παρουσιάζεται μια μόνο μετάλλαξη η οποία προσδίδει 
στον ιό χαμηλού επιπέδου αντίσταση.206 Στη συνέχεια παρουσιάζονται και 
άλλες μεταλλάξεις στο ένζυμο με αποτέλεσμα να αναπτύσσονται ακόμα 
περισσότερο ανθεκτικά ιικά στελέχη.207 Η εμφάνιση των ανθεκτικότερων 
στελεχών δεν περιορίζεται μόνο σε ένα συγκεκριμένο φάρμακο αλλά και σε 
άλλα αντιϊκά φάρμακα (cross-resistance). Ένα από τα πρώτης γενιάς 
φάρμακα κατά της φυσιολογικής HIV-1 πρωτεάσης (wild type ή wt HIV-1 
πρωτεάση) είναι η σακουιναβίρη, η οποία, όπως έχει ήδη αναφερθεί δρα ως 
ένα πεπτιδομιμητικό ανάλογο του φυσιολογικού υποστρώματος της 
πρωτεάσης.7,208 
  Επειδή η σακουιναβίρη είναι από τους πρώτους αναστολείς της 
πρωτεάσης, υπάρχει μεγάλη ποσότητα κλινικών δεδομένων όσο αφορά στην 
ανθεκτικότητα του ιού HIV–1. Ένας από τους λόγους εμφάνισης ανθεκτικών 
ιών είναι η υδροφοβική φύση των φαρμάκων. Όλοι οι αναστολείς της 
πρωτεάσης σχεδιάζονται ώστε να μπορούν να αλληλεπιδρούν με την 
υδροφοβική κοιλότητά της. Κατά συνέπεια τα φάρμακα παρουσιάζουν χαμηλή 
διαθεσιμότητα από το στόμα (oral bioavailability).209 Για να υπερκεραστεί το 
συγκεκριμένο πρόβλημα, η σακουιναβίρη χορηγείται σε μεγάλες δόσεις. Αυτή 
η τακτική χορήγησης συμβάλλει στην εμφάνιση παρενεργειών, όπως είναι η 
λιποδυστροφία και η υπέρταση.210 και οδηγεί στην εμφάνιση ανθεκτικών 
στελεχών του ιού. 
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 Βασιζόμενοι σε αυτές τις κλινικές μελέτες, οι ερευνητές έχουν 
απομονώσει διάφορες μεταλλάξεις της πρωτεάσης, που επιφέρουν 
ανθεκτικότητα στη σακουιναβίρη.211 Η παρούσα ερευνητική μελέτη 
επικεντρώθηκε στη σύγκριση των χαρακτηριστικών επτά απλών μεταλλάξεων 
της HIV-1 πρωτεάσης στις θέσεις 10/10’ (L10I), 48/48’ (G48V), 63/63’ (L63P), 
71/71’ (A71V), 73/73’ (G73S), 82/82’ (V82A) and 84/84’ (I84V). Μέσα στην 
παρένθεση το πρώτο αμινοξύ αποτελεί το απαντώμενο στη wt HIV-1 
πρωτεάση που θα μεταλλαχθεί. Ο αριθμός που ακολουθεί υποδεικνύει τη 
θέση μετάλλαξης και ακολουθεί το μεταλλαγμένο αμινοξύ. Η θέση των 
συγκεκριμένων αμινοξέων και οι δομές τους παρουσιάζονται στην εικόνα 5.1 
και στον Πίνακα 5.1. Η μετάλλαξη από Gly σε Val στις θέσεις 48/48’ έχει τη 
μεγαλύτερη επίδραση όσον αφορά την ανθεκτικότητα στη σακουιναβίρη.212 Το 
συγκεκριμένο αμινοξύ βρίσκεται στα πτερύγια της πρωτεάσης, τα οποία 
ελέγχουν την είσοδο υποστρωμάτων στην κοιλότητα πρόσδεσης του ενζύμου. 
Η ανάλυση των ενεργειακών χαρακτηριστικών των διαφορετικών μεταλλάξεων 
έγινε με τη χρήση της μεθόδου MM–PBSA, ενώ η επίδραση της μετάλλαξης 
G48V στην πρόσδεση της σακουιναβίρης υπολογίστηκε με τη μέθοδο της 
θερμοδυναμικής ολοκλήρωσης (TI, βλ. Ενότητα 2.6). 
 
5.2 Μέθοδοι 
 Για τους θεωρητικούς υπολογισμούς χρησιμοποιήθηκε η κρυσταλλική 
δομή της πρωτεάσης HIV-1 σε σύμπλοκο με τη σακουιναβίρη (κωδικός PDB: 
3OXC, με ανάλυση 1.16 Å). Για τα μεταλλαγμένα σύμπλοκα της πρωτεΐνης 
αντικαταστάθηκαν στην κρυσταλλική δομή τα αμινοξέα στις θέσεις 10/10’, 
48/48’, 63/63’, 71/71’, 73/73’, 82/82’ και 84/84’ (Πίνακας 5.1). 
 
5.3 Αποτελέσματα 
 Μια περίληψη των αποτελεσμάτων της σύγκρισης μεταξύ wt HIV-1 
πρωτεάσης και των μεταλλάξεών της παρουσιάζεται στον Πίνακα 5.2. Οι 
συνέπειες της μοριακής πρόσδεσης του φαρμάκου στην πρωτεάση 
αποτελούν αντικείμενο έρευνας στη συγκεκριμένη μελέτη. 
 Ανάλυση των διαμορφωτικών χαρακτηριστικών της πρωτεάσης και της 
σακουιναβίρης στην κοιλότητα πρόσδεσης στα διάφορα σύμπλοκα. Οι 
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υπολογισμοί των τιμών rmsd για τα άτομα άνθρακα Cα της wt HIV-1 
πρωτεάσης και όλων των αντίστοιχων μεταλλαγμένων πρωτεϊνών, έδειξαν ότι 
τα συστήματα παρουσιάζουν μια σταθεροποίηση μετά από περίπου 10 ns 
(Εικόνα 5.2). Επίσης, οι τιμές rmsd για το φάρμακο μέσα στην πρωτεάση 
παρέχουν αρκετές πληροφορίες όσον αφορά τις διαμορφωτικές του 
μεταβολές. Στην Εικόνα 5.3 παρουσιάζονται οι τιμές rmsd, ως προς το χρόνο, 
για όλα τα άτομα της σακουιναβίρης (σε σύγκριση με την αρχική της δομή) 
στα υπό μελέτη σύμπλοκα. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 5.1: Αντιπροσωπευτική τρισδιάστατη απεικόνιση του συμπλόκου της  
wt HIV-1 πρωτεάσης με τη σακουιναβίρη (αριστερά). Η χημική δομή του 
φαρμάκου παρουσιάζεται στα δεξιά. Με μπλε χρώμα παρουσιάζονται οι 
θέσεις των αμινοξέων που έχουν υποστεί μεταλλάξεις. 
 
 
 Η σημαντικότερη μεταβολή στη διαμόρφωση της σακουιναβίρης, 
παρατηρείται στη μετάλλαξη A71V, με την τιμή rmsd να σταθεροποιείται στα 
≈1.8 Å στο τέλος της προσομοίωσης (Εικόνα 5.3β). Σε όλα τα υπόλοιπα 
μεταλλαγμένα σύμπλοκα, το φάρμακο δεν παρουσιάζει σημαντικές 
διαφοροποιήσεις σε σχέση με την αρχική του διαμόρφωση, με τις τιμές rmsd 
να κυμαίνονται μεταξύ 1,29-1,5 Å. Η μοναδική εξαίρεση παρουσιάζεται στο 
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μεταλλαγμένο στέλεχος V82A, όπου η σακουιναβίρη μέσα στην κοιλότητα 
εμφανίζει τη χαμηλότερη διακύμανση rmsd με μια μέση τιμή ≈0.9 Å. Η 
παρατήρηση αυτή μπορεί να μας οδηγήσει στο συμπέρασμα ότι η 
συγκεκριμένη μετάλλαξη δεν επηρεάζει τη διαμόρφωση του φαρμάκου καθ’ 
όλη τη διάρκεια της προσομοίωσης. 
 
Πίνακας 5.1: Δομές των αμινοξέων στην HIV-1 πρωτεάση (wt) και οι 
αντίστοιχες μεταλλάξεις που μελετήθηκαν. 
 
wt HIV-1 PR Μεταλλάξεις 
Leu10 
O
NH2
OH
 
Ile 
O
NH2
OH
 
Gly48 
O
NH2 OH 
Val 
O
NH2
OH
 
Leu63 
O
NH2
OH
 
Pro 
O
N
H
OH
 
Ile84 
O
NH2
OH
 
Val 
O
NH2
OH
 
Ala71 
O
NH2
OH
 
Val 
O
NH2
OH
 
Val82 
O
NH2
OH
 
Ala 
O
NH2
OH
 
Gly73 
O
NH2 OH 
Ser 
O
NH2
OH OH
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Πίνακας 5.2: Περίληψη των σημαντικότερων αποτελεσμάτων της συγκριτικής μελέτης για τα διαφορετικά σύμπλοκα της HIV-
1 πρωτεάσης και της σακουιναβίρης. 
 
HIV-1 
πρωτεάση 
Μέση τιμή rmsd 
(Å) της περιοχής 
των πτερυγίων 
Rmsd (Å) της 
σακουιναβίρης
α 
Αριθμός 
ΔΥ
β 
Αλληλεπιδράσεις 
με τη συμμετοχή 
νερού
γ 
ΔGMM-PBSA 
(kcal/mol) 
Κi
MM-PBSA
 
(nM) 
Κi
exp
 
(nM) 
Wt 0.52 - 7 2 –12.25 2.5 0.42
δ
 
G48V 0.55 3.16 3 - –11.10 14.5 36
δ 
L10I 0.99 1.67 5 2 –11.53 7.4 - 
L63P 1.39 4.03 4 1 –10.89 21 - 
A71V 1.45 3.99 4 2 –12.04 3.2 - 
G73S 0.68 1.73 5 4 –11.82 4.6 - 
V82A 0.87 4.21 3 - –11.76 5.1 - 
I84V 0.86 1.29 3 - –10.90 20.6 - 
α
Rmsd μεταξύ της δομής του φαρμάκου στη wt HIV-1 πρωτεάση και των αντίστοιχων δομών της σακουιναβίρης στα μεταλλαγμένα σύμπλοκα (Εικόνα 5.4). 
β
ΔΥ: Δεσμοί Υδρογόνου.
 
γ
Για την περιγραφή των συγκεκριμένων αλληλεπιδράσεων δείτε την Εικόνα 5.8. 
δ
Οι πειραματικές τιμές ελήφθησαν από τη βιβλιογραφική παραπομπή.
212
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Εικόνα 5.2: Τιμές rmsd για τα άτομα άνθρακα Cα της HIV-1 PR wt και των 
μεταλλαγμένων πρωτεϊνών. (α) I84V-μαύρο, L10I-κίτρινο, V82A-μωβ (β) 
L63P-κόκκινο, A71V-μπλε, G73S-πράσινο (γ) wt-κόκκινο, G48V-μπλε. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 5.3: Τιμές rmsd για τη σακουιναβίρη, σε σύγκριση με την αρχική της 
διαμόρφωση, μέσα στα σύμπλοκα με την HIV-1 πρωτεάση: (α) wt (μπλε) και 
G48V (κόκκινο) (β) L63P (μπλε), A71V (κόκκινο), V82A (πράσινο), G73S 
(μαύρο), I84V (μωβ) και L10I (κίτρινο). Η γκρι γραμμή δείχνει τη μέση τιμή rms 
για τη σακουιναβίρη στη wt-HIV-1 πρωτεάση. 
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 Αν και η σακουιναβίρη παραμένει σχετικά σταθερή, κατά το πρώτο μισό 
της προσομοίωσης παρουσιάζεται περισσότερο κινητική σε σχέση με τα άλλα 
μεταλλαγμένα στελέχη. Επίσης από τα γραφήματα μπορεί να διαπιστωθεί ότι 
η σακουιναβίρη είναι περισσότερο κινητική όταν προσδένεται στο στέλεχος 
G48V σε σχέση με τη wt HIV-1 πρωτεάση.  
 Ανάλυση ομάδων δομών (clustering). Το επόμενο βήμα ήταν η ανάλυση 
των διαμορφώσεων του φαρμάκου μέσα στην κοιλότητα του ενζύμου για όλα 
τα σύμπλοκα. Κοινό χαρακτηριστικό όλων των υπολογισμών ήταν η παρουσία 
μιας αντιπροσωπευτικής διαμόρφωσης της σακουιναβίρης σε όλα τα 
σύμπλοκα (Εικόνα 5.4). Η παρατήρηση αυτή μας οδηγεί στο συμπέρασμα ότι 
το φάρμακο υιοθετεί μια συγκεκριμένη διαμόρφωση κατά την πρόσδεση έτσι 
ώστε να διευκολύνει συγκεκριμένες αλληλεπιδράσεις με την πρωτεάση. 
 Όπως φαίνεται και στην Εικόνα 5.4 (κόκκινο), η σακουιναβίρη στην wt 
HIV-1 πρωτεάση παίρνει μια ελαφρά «κυρτή» διαμόρφωση. Είναι εμφανές 
από την Εικόνα ότι η αντιπροσωπευτική διαμόρφωσή της είναι παραπλήσια 
με την κρυσταλλική δομή του φαρμάκου (rmsd 0,41 Å, Πίνακας 5.1). 
Παρόμοια χαρακτηριστικά έχει και η αντιπροσωπευτική διαμόρφωση του 
αναστολέα στο μεταλλαγμένο στέλεχος G73S, καθώς προσιδιάζει στην 
αντίστοιχη δομή της wt HIV-1 πρωτεάσης (Εικόνα 5.4, απαλό πράσινο) με 
συγκριτικό rmsd 1,73 Å. Μικρή διαφορά υπάρχει και μεταξύ των 
αντιπροσωπευτικών δομών της σακουιναβίρης στην wt HIV-1 πρωτεάση και 
στα στελέχη I84V (Εικ. 5.4 πορτοκαλί) και L10I (Εικ. 5.4 σκούρο πράσινο), με 
rmsd 1,29 και 1,67 Å, αντίστοιχα. Η σύγκριση των διαφορετικών 
διαμορφώσεων του φαρμάκου, έδειξε πως η μεγαλύτερη διαφορά εμφανίζεται 
στο στέλεχος V82A (rmsd 4,21 Å). Στο συγκεκριμένο σύμπλοκο ο αναστολέας 
παρουσιάζει μια πιο ανοιχτή διαμόρφωση (Εικ. 5.4 μωβ). Παρόμοια 
διαμόρφωση υπάρχει και στα στελέχη L63P (Εικ. 5.4 κίτρινο) και A71V (Εικ. 
5.4 τιρκουάζ) με διαφορά rmsd 4,0 Å (Πίνακας 5.1). Η παρατηρούμενη 
διαμόρφωση της σακουιναβίρης στο στέλεχος A71V μπορεί να εξηγήσει τη 
συνολική αλλαγή που παρατηρείται στις τιμές rmsd για το φάρμακο στην  
Εικόνα 5.3β. Η σχετική σταθερότητα της σακουιναβίρης μέσα στην κοιλότητα 
της πρωτεάσης, σε όλες τις περιπτώσεις, καταδεικνύει την επίδραση που 
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μπορεί να έχει στην πρόσδεση καθώς και στο μηχανισμό αναστολής του 
ενζύμου. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 5.4: Αντιπροσωπευτικές διαμορφώσεις της σακουιναβίρης στο ενεργό 
κέντρο της HIV-1 πρωτεάσης. Με κόκκινο χρώμα παρουσιάζεται η 
διαμόρφωση στην wt HIV-1 πρωτεάση και σε υπέρθεση οι αντιπροσωπευτικές 
διαμορφώσεις του φαρμάκου στις μεταλλαγμένες πρωτεΐνες. Η κρυσταλλική 
δομή της σακουιναβίρης παρουσιάζεται με μαύρο χρώμα. 
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 Διαμορφωτική ανάλυση της περιοχής των πτερυγίων. Διάφορες 
πειραματικές και θεωρητικές μελέτες έχουν συνδέσει την πρόσδεση ενός 
μορίου στην πρωτεάση με διαμορφωτικές αλλαγές που παρατηρούνται στην 
περιοχή των πτερυγίων.67,69 Η εν λόγω περιοχή του ενζύμου ορίζεται από τα 
αμινοξέα 44-55 και 44’-55’ και έχει συνδεθεί με την είσοδο και παγίδευση των 
προσδετών στο καταλυτικό κέντρο της πρωτεΐνης. 
 Στην Εικόνα 5.5 παρουσιάζονται οι διακυμάνσεις rmsd για τη 
συγκεκριμένη περιοχή, κατά τη διάρκεια των προσομοιώσεων. Στο σημείο 
αυτό τονίζεται ότι από όλες τις μεταλλαγμένες πρωτεΐνες που έχουν μελετηθεί, 
μόνο το στέλεχος G48V περιλαμβάνει μεταλλάξεις στη συγκεκριμένη περιοχή. 
Συγκεκριμένα, το αμινοξύ στη θέση 48/48’ βρίσκεται πολύ κοντά στην κορυφή 
των πτερυγίων. Συνεπώς, οι μεταλλάξεις στη συγκεκριμένη θέση μπορεί να 
επηρεάσουν άμεσα την πρωτεάση. Η ανάλυση των δεδομένων της ΜΔ για το 
G48V σε σύγκριση με τη wt HIV-1 πρωτεάσης παρουσιάζει μικρές δομικές 
αλλαγές στα πτερύγια (Εικόνα 5.5α). Υπάρχουν μελέτες που προτείνουν ότι η 
αλλαγή από τη Gly στην περισσότερο υδροφοβική Val μπορεί να 
δημιουργήσουν συγκεκριμένες διαμορφωτικές αλλαγές στην κορυφή των 
πτερυγίων (Ile50/50’).212,213 Συγκεκριμένα έχει παρατηρηθεί ότι η κορυφή  του 
πτερυγίου στο στέλεχος G48V εμφανίζει μια μικρή σπείρα (curl) με 
αποτέλεσμα να εμποδίζονται οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των πτερυγίων. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 5.5: Τιμές rmsd των ατόμων άνθρακα Cα για την περιοχή των 
πτερυγίων (αμινοξέα 44-55 και 44’-55’), σε σχέση με την αρχική δομή: (α) wt 
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(μπλε) και στελέχη G48V (κόκκινο) (β) L63P (μπλε), A71V (κόκκινο), V82A 
(πράσινο), G73S (μαύρο), I84V (μωβ) και L10I (κίτρινο). 
 
 Αυτή η συμπεριφορά δεν παρατηρήθηκε στη συγκεκριμένη περίπτωση 
καθώς τα γραφήματα Ramachandran (γωνίες φ και ψ) για τα αμινοξέα 47-51 
έδειξαν μικρές αλλαγές μεταξύ της wt HIV-1 πρωτεάσης και του στελέχους 
G48V (Εικόνα 5.6). Όπως φαίνεται και στην Εικόνα 5.6 η μοναδική εξαίρεση 
παρατηρείται στη Gly49 (γωνία φ). Ειδικά παρατηρείται ότι η γωνία φ στο 
μεταλλαγμένο στέλεχος παρουσιάζει μια μικρή απόκλιση από την α-έλικα που 
εμφανίζεται στη δομή της wt πρωτεάσης. Όμως οι διακυμάνσεις των ατόμων 
Cα για τα αμινοξέα της wt πρωτεάσης και του στελέχους G48V (Εικόνα 5.7α) 
καταδεικνύουν ότι τα πτερύγια έχουν μεγαλύτερη κινητικότητα στη 
μεταλλαγμένη πρωτεΐνη. Αυτή η παρατήρηση μπορεί να υποδηλώνει την 
έλλειψη σημαντικών αλληλεπιδράσεων μεταξύ των πτερυγίων στο στέλεχος 
G48V και κατ’ επέκταση να επηρεάζει την πρόσδεση της σακουιναβίρης στην 
κοιλότητα. 
 Κατ’ αντιστοιχία, μελετήθηκε η περιοχή των πτερυγίων και στις άλλες 
μεταλλαγμένες πρωτεάσες. Σε όλα παρατηρήθηκε ότι οι διακυμάνσεις των 
τιμών rmsd των πτερυγίων ήταν μεγαλύτερες σε σχέση με το στέλεχος wt της 
πρωτεάσης (Εικόνα 5.5β). Μοναδική εξαίρεση αποτελεί το στέλεχος G73S το 
οποίο εμφανίζει τιμές rmsd παρόμοιες με τη wt μορφή του ενζύμου. Οι 
μεγαλύτερες αλλαγές παρατηρούνται στα στελέχη L63P και A71V. Σε αυτές τις 
δύο πρωτεΐνες οι τιμές rmsd των πτερυγίων φτάνουν μέχρι τα 2 Å σε σχέση με 
την αρχική τους διαμόρφωση. Επίσης παρατηρείται ότι κατά διαστήματα οι 
τιμές κυμαίνονται σε χαμηλότερα επίπεδα, γεγονός που καταδεικνύει την 
πιθανή εναλλαγή μεταξύ «κλειστής» και «ημι-ανοιχτής» διαμόρφωσης της 
πρωτεάσης κατά την προσομοίωση. Όμως οι αντίστοιχες διακυμάνσεις των 
ατόμων άνθρακα Cα δεν είναι μεγάλες στα διάφορα μεταλλαγμένα στελέχη 
(Εικόνα 5.7β) και παρουσιάζουν ομοιότητες με τις αντίστοιχες της wt 
πρωτεάσης. Αυτές οι παρατηρήσεις υποδεικνύουν ότι τα πτερύγια της 
πρωτεΐνης παρ’ όλες τις διαμορφωτικές αλλαγές τους παραμένουν σχετικά 
σταθερά κατά την προσομοίωση της ΜΔ. 
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Εικόνα 5.6: Γραφήματα Ramachandran (γωνίες φ και ψ) για τα αμινοξέα 47-
51 στη wt πρωτεάση (κόκκινο) και στο στέλεχος G48V (μαύρο) των 
συμπλόκων με τη σακουιναβίρη. Κάτω δεξιά παρουσιάζονται οι γωνίες φ, ψ 
και ω στο σκελετό ενός πεπτιδίου. 
 
 Κατά την ανάλυση, παρατηρήθηκε ότι η περιοχή του ενζύμου που 
αποτελείται από τα αμινοξέα 80-99 και 1’-20’ εμφανίζει αυξημένη κινητικότητα 
στα περισσότερα σύμπλοκα της πρωτεάσης. Τα συγκεκριμένα αμινοξέα 
βρίσκονται στο σημείο επαφής των δύο μονομερών της πρωτεΐνης. Αρκετές 
από τις μεταλλάξεις που εξετάζονται είναι κοντά σε αυτήν την περιοχή. 
Συνεπώς, οποιαδήποτε αλλαγή σε αυτά τα αμινοξέα μπορεί να επηρεάσει τη 
σταθερότητα του ενζύμου (διμερές βλ. Εισαγωγή) και κατ’ επέκταση τη 
λειτουργία του. 
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                        Πτερύγια 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 5.7: Διακυμάνσεις ατόμων άνθρακα Cα για τα αμινοξέα της HIV-1 
πρωτεάσης στα σύμπλοκα: (α) wt (μπλε) και στα στελέχη G48V (κόκκινο) (β) 
L63P (μπλε), A71V (κόκκινο), V82A (πράσινο), G73S (μαύρο), I84V (μωβ) και 
L10I (κίτρινο). 
 
 
 Είναι χαρακτηριστικό πως ενώ οι μεταλλάξεις G48V, G73S και L10I δεν 
επιφέρουν σημαντικές δομικές αλλαγές στην περιοχή των πτερυγίων (Εικόνα 
5.5), οι διακυμάνσεις τον ατόμων άνθρακα Cα για τα αμινοξέα Ile50/50’ είναι 
μεγαλύτερες σε σχέση με όλες τις υπόλοιπες μεταλλάξεις. Η ανάλυση έδειξε 
επίσης, ότι στα στελέχη I84V και G73S, τόσο η σακουιναβίρη όσο και τα 
πτερύγια της πρωτεάσης εμφανίζουν παρόμοια διαμορφωτική συμπεριφορά 
(Εικόνες 4.3 και 5.5). Αυτό σημαίνει πως οι μεταλλάξεις στις θέσεις 73 και 84 
δεν οδηγούν σε σημαντικές διαμορφωτικές αλλαγές στο ένζυμο.   
 Αλληλεπιδράσεις μεταξύ της σακουιναβίρης και της πρωτεάσης. Το 
αμέσως επόμενο βήμα στην ανάλυση είναι ο έλεγχος των αλληλεπιδράσεων 
στα διαφορετικά σύμπλοκα. Η παρουσία ή απουσία ΔΥ μεταξύ φαρμάκου και 
πρωτεάσης προσφέρει σημαντικές πληροφορίες για τις αλλαγές που 
επιτελούνται από τις διάφορες μεταλλάξεις καθώς και για τη συμπεριφορά της 
σακουιναβίρης. Από την ανάλυση της προσομοίωσης της ΜΔ στη wt μορφή 
της πρωτεάσης παρατηρούμε το σχηματισμό 7 ΔΥ με τη σακουιναβίρη 
(Πίνακας 5.3 και Εικόνα 5.8α). Η «κυρτή» δομή της σακουιναβίρης (Εικ. 5.4, 
κόκκινο) ευνοεί το σχηματισμό ΔΥ με τη Gly48’ στα πτερύγια της πρωτεάσης 
καθώς και με την Arg8 και τα δύο ασπαρτικά οξέα (Asp25/25’) στο ενεργό 
κέντρο. Η ύπαρξη αυτών των αλληλεπιδράσεων συμβάλλει στη 
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σταθεροποίηση της σακουιναβίρης στην κοιλότητα του ενζύμου. Ο ΔΥ με τη 
μεγαλύτερη συχνότητα εμφανίζεται με τη Gly48’ (81%: ποσοστό που δηλώνει 
την παρουσία του ΔΥ στη ΜΔ) και ακολουθείται από το δεσμό με το Asp25 
(58%). 
 Η επιπλέον παρουσία τριών ΔΥ με το καταλυτικό ασπαρτικό οξύ στη 
θέση 25’ μπορεί να εξηγήσει την ύπαρξη μιας μόνο αντιπροσωπευτικής δομής 
της σακουιναβίρης στη wt πρωτεάση (Εικόνα 5.8α, κόκκινο). Επίσης ο δεσμός 
υδρογόνου με την Arg8 (29%) ενδυναμώνει περαιτέρω την αλληλεπίδραση 
του φαρμάκου μέσα στην κοιλότητα του ενζύμου. Τέλος ο ΔΥ με τη Gly48’ 
επιτείνει την ορθότητα της άποψης ότι τα πτερύγια της πρωτεάσης 
συμβάλλουν στην παγίδευση του αναστολέα.67,69 
 Σημειώνουμε την αλληλεπίδραση της σακουιναβίρης με 5 μόρια νερού 
μέσα στην κοιλότητα. Από τις πέντε αυτές αλληλεπιδράσεις, δύο έχουν 
ιδιαίτερη σημασία (Πίνακας 5.3). Τα δύο αυτά μόρια νερού δημιουργούν μια 
γέφυρα, μέσω ΔΥ, μεταξύ του αναστολέα και του Asp29 κοντά στο ενεργό 
κέντρο του ενζύμου (Εικόνα 5.8α-ένθετο). Η αλληλεπίδραση του νερού με τη 
σακουιναβίρη και την πρωτεΐνη μπορεί να παίζει σημαντικό ρόλο στο 
μηχανισμό πρόσδεσης στην πρωτεάση. Σε σύγκριση με τη wt, στη 
μεταλλαγμένη μορφή G48V οι ΔΥ είναι εμφανώς λιγότεροι (μόνο 3) όπως 
παριστάνεται στον Πίνακα 5.3 και στην Εικόνα 5.8β. Όπως και 
προηγουμένως, υπάρχει άμεση αλληλεπίδραση μεταξύ της σακουιναβίρης και 
αμινοξέων στο ενεργό κέντρο του ενζύμου. Η σακουιναβίρη δημιουργεί ένα 
διπλό ΔΥ με το Asp25’ (παρουσία 30% και 15%). Αντιθέτως η αλληλεπίδραση 
σακουιναβίρης-Gly48’, που παρατηρείται στο σύμπλοκο με το στέλεχος wt 
έχει αντικατασταθεί με το ΔΥ μεταξύ φαρμάκου και του αμινοξέος Ile50’ (56%) 
στα πτερύγια. Στο στέλεχος της πρωτεάσης G48V, η μετάλλαξη από τη Gly 
στην περισσότερο υδροφοβική Val προκαλεί την απώλεια συγκεκριμένων 
αλληλεπιδράσεων ανάμεσα στον αναστολέα και το ένζυμο214: ο ΔΥ 
φαρμάκου-Ile50’ δεν είναι τόσο κυρίαρχος όσο ο ΔΥ φαρμάκου-Gly48’ στην 
πρωτεάση wt. Αυτή η αλλαγή μπορεί να επηρεάζει τη σταθερότητα της 
περιοχής των πτερυγίων και συνεπώς να οδηγεί σε μείωση της 
αποτελεσματικότητας της πρόσδεσης της σακουιναβίρης στο ένζυμο.139
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Πίνακας 5.3: ΔΥ και π-αλληλεπιδράσεις* στα διάφορα σύμπλοκα της HIV-1 
πρωτεάσης. 
 
Αλληλεπιδράσεις 
Παρ.
β
 
(%) 
 
Αλληλεπιδράσεις 
Παρ.
β
 
(%) 
wt 
Gly48’ O
α
–Saq N37 H37a 81 
G73S 
Asp25 OD2/OD1–Saq O20 H20a 88/39 
Asp25 OD1–Saq O20 H20a 58 Gly48’ O–Saq N37 H37a 60 
Arg8 N2 H2–Saq O7 29 Asp30’ OD2–Saq N36 H36a 30 
Arg8 NE HE–Saq O7 28 Thr26 OG1–Saq N37 H37a 11 
Asp25’ OD2/OD1–Saq O80 H20a 29/21 Asp29 N H–Νερό1–Saq N5 H5a 28 
Asp25’ OD1–Saq N22 H22a 15 Asp29 N H–Νερό2–Saq N5 H5a 27 
Asp29 N H–Νερό1–Saq N5 H5a 27 Asp29 N H–Νερό3–Saq N5 H5a 25 
Asp29 N H–Νερό2–Saq N5 H5a 12 Asp29 N H–Νερό4–Saq N22 H22a 14 
G48V 
Ile50’ N H
a
–Saq O7 56 
V82A 
Asp29’ N H–Saq O7 100 
Asp25’ OD2/OD1–Saq O20 H20a 30/15 Asp25’ OD1–Saq O20 H20a 100 
L63P 
Arg8’ NH1 H11/H12–Saq O5 21/15 Thr80’ OG1–Saq N36 H36a 12 
Thr26 O–Saq N36 H36a 20 
 
I84V 
Asp29’ O–Saq N37 H37a 61 
Asp25’ OD2–Saq N36 H36b 19 Asp29 N H–Saq O35 30 
Asp30 N H–Saq π-Αρ.* 13 Thr80’ O–Saq N36 H36a 24 
Asp25 OD2–Νερό–Saq N36 H36b 19 
L10I 
Asp29’ O–Saq N36 H36a 89 
A71V 
Asp25’ OD2–Saq N36 H36a 88 Asp29’ N H–Saq O35 63 
Asp30 N H–Saq π-Αρ.* 17 Met46’ O–Saq N37 H37a 42 
Asp29’ N H–Saq N5 13 Asp25 OD2/OD1–Saq O20 H20a 33/23 
 
Thr26 N H–Saq N5 11 Asp29 N H–Νερό1–Saq N22 H22a 27 
Ile50’ N H–Νερό1–Saq N2 2H22a 36 Asp29 N H–Νερό2–Saq N22 H22a 16 
Asp29 N H–Νερό2–Saq N36 
H36b 
12    
α
N και O αναφέρονται σε άτομα αζώτου και καρβονυλικά οξυγόνα του κορμού της αλυσίδας της 
πρωτεάσης, OD1 και OD2 είναι ισοδύναμα καρβοξυλικά οξυγόνα (με εξαίρεση: στο Asp25, όπου το 
OD1 είναι από-πρωτονιομένο και το OD2 είναι πρωτονιομένο). Στην Arg, NE και N2 υποδηλώνουν το ε-
άζωτο και το τερματικό άζωτο την ομάδας γουανιδίνης, αντίστοιχα. 
β
Παρουσία: Επί τοις εκατό ποσοστό του χρόνου προσομοίωσης όπου εμφανίζεται η συγκεκριμένη 
αλληλεπίδραση. Αλληλεπιδράσεις με ποσοστό μικρότερο του 10% παρελήφθησαν. 
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Εικόνα 5.8: Κύριοι ΔΥ ανάμεσα στη σακουιναβίρη στα σύμπλοκα: (α) με την 
wt HIV-1 πρωτεάση και (β) με το στέλεχος G48V. Οι κόκκινες διακεκομμένες 
γραμμές παρουσιάζουν τους ΔΥ με τα καταλυτικά αμινοξέα Asp25/25’.  
 
 Το αποτέλεσμα της μείωσης των αλληλεπιδράσεων και της 
διαμορφωτικής σταθερότητας στο στέλεχος G48V, σε σχέση με τη wt 
πρωτεάση, μπορεί να εξηγήσει γιατί η συγκεκριμένη μετάλλαξη προσδίδει 
αντίσταση στη σακουιναβίρη καθώς και σε άλλους αναστολείς (πχ ριτοναβίρη 
και αταζαναβίρη).211,212 
 Σε σύγκριση και με τις υπόλοιπες μεταλλαγμένες πρωτεΐνες, η G48V έχει 
τους λιγότερους ΔΥ. Αυτό ίσως σημαίνει ότι εκτός των αλλαγών που μπορεί 
να παρουσιάζονται στα πτερύγια, μπορεί επίσης να διαταράσσει και τις 
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αλληλεπιδράσεις μέσα στην κοιλότητα πρόσδεσης. Είναι χαρακτηριστικό ότι 
στο συγκεκριμένο στέλεχος δεν εμφανίζονται δεσμοί με τη διαμεσολάβηση 
μορίων νερού. Ένα γενικό χαρακτηριστικό όλων των μεταλλάξεων αποτελεί η 
σταθερή μείωση των ΔΥ σε σχέση με την wt πρωτεΐνη. Το πιο εντυπωσιακό 
γνώρισμα στα στελέχη L63P, V82A, A71V και I84V είναι η απουσία ΔΥ μεταξύ 
σακουιναβίρης και πτερυγίων (Πίνακας 5.3). Αυτό συνεπάγεται πως στα 
μεταλλαγμένα στελέχη είναι λιγότερο ικανοποιητική η πρόσδεση σε σχέση  με 
το στέλεχος wt. Επίσης η έλλειψη αλληλεπιδράσεων με τα πτερύγια μπορεί 
μερικώς να επηρεάζει, την ενέργεια πρόσδεσης της σακουιναβίρης στην 
πρωτεΐνη καθώς και τη σταθερότητα (αυξημένες τιμές rmsd) των πτερυγίων 
(Πίνακας 5.2) σε σχέση με τη wt μορφή. Συγκεκριμένα στο στέλεχος L63P, η 
σακουιναβίρη αλληλεπιδρά μόνο με αμινοξέα στο ενεργό κέντρο ή κοντά σε 
αυτό (Thr26, Asp25’, Asp30 κσι Arg8’). Η- αλληλεπίδραση με το Asp30 γίνεται 
μέσω του αρωματικού δακτυλίου (π-αλληλεπίδραση) του φαρμάκου. 
Παρόμοια αλληλεπίδραση παρατηρείται και στο στέλεχος A71V.  
 Ήδη προαναφέρθηκε ο ρόλος του νερού κατά την πρόσδεση του 
αναστολέα.215 Όπως φαίνεται και σε άλλες μελέτες, εκτός από την πρόσδεση 
του αναστολέα, το νερό μπορεί να έχει ενεργό ρόλο και στο μηχανισμό 
δράσης της πρωτεάσης.63,77 Επόμενο είναι να ελεγχθεί η εμφάνιση 
αλληλεπιδράσεων μεταξύ πρωτεάσης– νερού– σακουιναβίρης και στα 
υπόλοιπα σύμπλοκα. Παρατηρήθηκε λοιπόν ότι αυτού του τύπου δεσμοί 
εμφανίζονται μόνο στα στελέχη A71V, G73S, L63P και L10I και πως 
δημιουργούνται στην περιοχή του ενεργού κέντρου (Asp25/29). Σε αντίθεση 
με τις υπόλοιπες μεταλλαγμένες πρωτεάσες, στη V82A δημιουργούνται δύο 
ΔΥ με τα ασπαρτικά οξέα στις θέσεις 25’ και 29’ με παρουσία καθ’ όλη τη 
διάρκεια της προσομοίωσης (Πίνακας 5.3). Αυτή η αλληλεπίδραση συμβάλλει 
στην καλύτερη τοποθέτηση του αναστολέα μέσα στην κοιλότητα και 
δικαιολογεί προηγούμενες εργασίες που δεν χαρακτηρίζουν τη συγκεκριμένη 
μετάλλαξη σημαντική όσον αφορά τη σακουιναβίρη.216 
 Το γενικό χαρακτηριστικό σε όλα τα σύμπλοκα είναι πως οι 
αλληλεπιδράσεις γίνονται με αμινοξέα κοντά ή και στο ενεργό κέντρο της 
πρωτεάσης. Επίσης ένα άλλο κοινό σημείο με τη wt μορφή της πρωτεΐνης 
είναι οι ΔΥ μεταξύ της σακουιναβίρης και των αμινοξέων Asp25/25’ και 
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Thr26/26’ στα στελέχη L10I, A71V και G73S. Στα L10I και G73S παρατηρείται 
ένας ΔΥ με τη Gly48’. Αν και στο στέλεχος A71V αυτός ο ΔΥ λείπει, υπάρχει 
μια αλληλεπίδραση μεταξύ του αμινοξέος Ile50’-νερού-σακουιναβίρης. Όλες 
αυτές οι παρατηρήσεις καταδεικνύουν την συμβολή των αμινοξέων του 
ενεργού κέντρου και των πτερυγίων στην αποτελεσματική πρόσδεση του 
φαρμάκου και κατ’ επέκταση την επιτυχή ανασταλτική δράση του. 
 
 Αλληλεπιδράσεις μεταξύ των πτερυγίων. Η σημαντική επίδραση της 
συγκεκριμένης περιοχής στην πρόσδεση ενός φαρμάκου επιτάσσει την 
ανάλυση των συνεπειών που μπορεί να έχουν διάφορες μεταλλάξεις 141. 
Επόμενο είναι να επικεντρωθούμε στις αλληλεπιδράσεις που παρατηρούνται 
μεταξύ των πτερυγίων της πρωτεάσης και πιο συγκεκριμένα στο στέλεχος 
G48V. Σκοπός είναι να κατανοηθούν τα διαμορφωτικά χαρακτηριστικά της 
περιοχής των πτερυγίων, ειδικά στις περιπτώσεις όπου υπάρχουν 
μεταλλάξεις στα αμινοξέα που την αποτελούν (πχ Gly48/48’). Έχει ήδη 
αναφερθεί ότι η μετάλλαξη από Gly σε Val στη θέση 48/48’ αποτελεί μια από 
τις κύριες μεταλλάξεις που προσδίδουν ανθεκτικότητα στη σακουιναβίρη.211 
Στον Πίνακα 5.4 παρουσιάζονται οι διαφορές στους ΔΥ μεταξύ των πτερυγίων 
για της πρωτεάσες wt και το στέλεχος G48V. Παρατηρείται ότι στη 
φυσιολογική μορφή της πρωτεάσης υπάρχει ένα μεγαλύτερο δίκτυο δεσμών 
μεταξύ των δύο πτερυγίων της πρωτεάσης σε σχέση με το μεταλλαγμένο  
στέλεχος G48V. 
 Ένα από τα σημαντικότερα δομικά στοιχεία στη φυσιολογική πρωτεάση 
αποτελεί η ύπαρξη ενός μορίου νερού μεταξύ των πτερυγίων. Το μόριο αυτό 
λειτουργεί ως γέφυρα αλληλεπιδράσεων μεταξύ των αμινοξέων Ile50 και Ile50’ 
(Πίνακας 5.4). Η παρατήρηση αυτή επιβεβαιώνεται και από άλλες ερευνητικές 
εργασίες στις οποίες έχει μελετηθεί ο ρόλος του νερού σε διαφορετικά 
σύμπλοκα της HIV-1 πρωτεάσης.79,217,218 Η μετάλλαξη από Gly σε Val στη 
θέση 48, ελαττώνει τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ των πτερυγίων. Για 
παράδειγμα, στο σύμπλοκο wt–σακουιναβίρης ο ΔΥ μεταξύ Ile50-Ile50’ έχει 
ποσοστό 76% κατά την προσομοίωση της ΜΔ, στο σύμπλοκο G48V–
σακουιναβίρης η αντίστοιχη αλληλεπίδραση είναι απούσα. Μπορεί, λοιπόν, να 
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γίνει η υπόθεση ότι η συγκεκριμένη αντικατάσταση προκαλεί διαμορφωτικές 
αλλαγές στην περιοχή των πτερυγίων. 
 
Πίνακας 5.4: ΔΥ μεταξύ των πτερυγίων στα σύμπλοκα wt και G48V με 
τη σακουιναβίρη. 
 
                            (%) 
Αμινοξύ 1 Αμινοξύ 2 wt G48V 
Ile50’ Ile50 76 - 
Ile50’ Gly52 31/14 - 
Ile50 Gly51’ - 42 
   Ile50–νερό–Ile50’ 25 - 
 
 Η Val είναι περισσότερο υδροφοβική από τη Gly με αποτέλεσμα να 
οδηγεί σε διαμορφωτικές αλλαγές στα γειτονικά αμινοξέα και κατ’ επέκταση να 
επηρεάζει την πρόσδεση του φαρμάκου. Παρόμοιες παρατηρήσεις για τα 
πτερύγια έχουν γίνει από πειραματικές μελέτες στη διπλά μεταλλαγμένη 
πρωτεάση G48V/L90M.214 Από την κρυσταλλική δομή του στελέχους 
G48V/L90M μπορούν να αντληθούν πληροφορίες για το ρόλο της Gly48: 
συγκεκριμένα παρατηρείται πως η μετάλλαξη σε Val οδηγεί σε σημαντικές 
απώλειες στις αλληλεπιδράσεις μεταξύ σακουιναβίρης και πρωτεάσης.212 
Παράλληλα, η μετάλλαξη G48V επηρεάζει όπως προαναφέρθηκε, και τους 
άλλους ΔΥ ανάμεσα στα πτερύγια. Εκτός από την εξάλειψη της 
αλληλεπίδρασης Ile50’ και Ile50, εξαλείφονται και οι ΔΥ μεταξύ Ile50’ και 
Gly52 (Πίνακας 5.4). Γενικά, όπως φαίνεται στον Πίνακα 5.3, η σακουιναβίρη 
εμφανίζει λιγότερες αλληλεπιδράσεις (σε σχέση με τη φυσιολογική πρωτεάση) 
με τα πτερύγια. Μάλιστα ο ΔΥ με το αμινοξύ Ile50’ στο στέλεχος G48V έχει 
παρουσία μόνο στο 56% της προσομοίωσης της ΜΔ. Αντίθετα στη 
φυσιολογική πρωτεάση ο δεσμός της σακουιναβίρης με τη Gly48’ (στα 
πτερύγια) εμφανίζεται στο 86% της προσομοίωσης. Αυτή η διαφοροποίηση 
στις αλληλεπιδράσεις του φαρμάκου στα δύο σύμπλοκα είναι πιθανό να 
οδήγησε σε ανακατατάξεις στις αλληλεπιδράσεις στα πτερύγια. Ο ΔΥ Ile50’–
Ile50 (76%) στη φυσιολογική πρωτεάση αντικαθίσταται με το ΔΥ μεταξύ των 
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αμινοξέων Ile50 και Gly51’ στο στέλεχος G48V, ο οποίος εμφανίζεται μόνο 
στο 42% της προσομοίωσης ΜΔ (Πίνακας 5.4). 
 Αναμένεται λοιπόν, τα ιικά στελέχη που φέρουν τη συγκεκριμένη 
μετάλλαξη να εμφανίζουν αυξημένη ανθεκτικότητα στη σακουιναβίρη. Οι 
διαμορφωτικές επιπτώσεις της μετάλλαξης στη θέση 48 φαίνονται και στις 
διακυμάνσεις των ατόμων Cα για τα αμινοξέα των πτερυγίων στην Εικόνα 5.7. 
Οι δομικές αλλαγές στη μορφή G48V καθώς και η εξάλειψη διαφορετικών 
αλληλεπιδράσεων, αυξάνει την κινητικότητα των πτερυγίων όπως φαίνεται 
στην εικόνα (κόκκινο χρώμα). 
 Ανάλυση των χαρακτηριστικών της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης. Για 
τη σύγκριση των διαφορετικών μεταλλάξεων και των επιπτώσεων τους στην 
ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης της σακουιναβίρης, χρησιμοποιήθηκαν οι 
μέθοδοι MM-PBSA και TI. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στον Πίνακα 5.5. 
 Οι υπολογισμοί της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης, επιβεβαιώνουν την 
επίδραση της μετάλλαξης G48V στην πρόσδεση της σακουιναβίρης στο 
ένζυμο σε σχέση με τη φυσιολογική πρωτεάση (ΔΔGMM-PBSA = 1,15 kcal/mol). 
Παρόμοια είναι και τα αποτελέσματα για τις μεταλλάξεις I84V και L63P, οι 
οποίες μειώνουν την ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης κατά 1,35 kcal/mol. Και 
στις δύο αυτές περιπτώσεις υπάρχουν αλλαγές από αμινοξέα με μακρές 
πλευρικές αλυσίδες (Ile και Leu) σε αμινοξέα με μικρότερες (Val) ή με 
άκαμπτες πλευρικές ομάδες (Pro). Η Ile84 βρίσκεται μέσα στην κοιλότητα 
πρόσδεσης του ενζύμου και παρατηρείται ότι η αλλαγή με τη Val, που έχει 
μικρότερη αλυσίδα μπορεί να οδηγήσει στην απώλεια αρκετών ΔΥ (Πίνακας 
5.3). Κατά συνέπεια ο αναστολέας δε θα μπορεί να προσδεθεί ικανοποιητικά 
στην κοιλότητα του ενζύμου. Στην περίπτωση της μετάλλαξης L63P, το 
αμινοξύ δεν έχει άμεση επαφή με κοιλότητα. Αποτελεί όμως τμήμα μιας β-
πτυχωτής δομής (Εικόνα 5.1) που στηρίζει την περιοχή των πτερυγίων της 
πρωτεάσης. Συνεπώς οποιαδήποτε αλλαγή στην περιοχή αυτή, πιθανόν να 
επηρεάσει τη δομή των πτερυγίων και εμμέσως την πρόσδεση του 
αναστολέα. 
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Πίνακας 5.5: Αποτελέσματα των υπολογισμών MM–PBSA και TI για τα σύμπλοκα της σακουιναβίρης με τα στελέχη 
L10I, G48V, L63P, A71V, G73S και I84V της HIV-1 πρωτεάσης. 
 
Ενέργεια 
(kcal/mol) 
Σακουιναβίρη–HIV-1 πρωτεάση 
           wt L63P V82A G48V A71V G73S I84V L10I 
ΔΕelec –48.35 –45.18 –43.80 –45.54 –47.51 –46.53 –45.04 –47.45 
ΔΕvdw –52.18 –49.47 –54.23 –55.22 –50.67 –52.74 –55.69 –51.89 
ΔΕMM –100.53 –94.65 –98.03 –100.76 –98.18 –99.27 –100.73 –99.34 
ΔGNP –9.35 –9.65 –9.04 –10.01 –8.74 –10.12 –9.77 –9.80 
ΔGele 74.29 71.27 70.51 75.18 71.47 74.87 74.24 72.97 
ΔGsolv 64.94 61.62 61.46 65.17 62.73 64.75 64.47 63.17 
ΔH(MM+solv) –35.59 –33.03 –36.63 –35.59 –35.45 –34.52 –36.26 –36.17 
–TΔStot 23.34 22.14 24.87 24.49 23.41 22.70 25.36 24.64 
ΔG
PB
προσδ. –12.25 –10.89 –11.76 –11.10 –12.04 –11.82 –10.90 –11.53 
Κi (nM)
α
 2.5 21 5.1 14.5 3.2 4.6 20.6 7.4 
ΔΔGTI    0.28     
ΔΔGMMPBSA  1.36 0.49 1.15 0.21 0.43 1.35 0.72 
ΔΔGπειρ.    2.65     
Κi πειρ.(nM) 0.42
β
   36
β
     
α
 Οι τιμές Κi υπολογίστηκαν με βάση την εξίσωση ΔG = RTlnΚi. 
β
 Οι τιμές ελήφθησαν από τη βιβλιογραφική παραπομπή.
212
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 Η μικρότερη επίδραση στην ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης προέρχεται 
από τη μετάλλαξη A71V η οποία παρουσιάζει ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης -
12,04 kcal/mol (ΔΔGMM-PBSA = 0,21 kcal/mol). Αυτή η μικρή διαφορά σε σχέση 
με τη φυσιολογική πρωτεάση μπορεί να οφείλεται στην ομοιότητα που 
παρουσιάζουν οι πλευρικές αλυσίδες της Ala και της Val στο μέγεθος και στην 
υδροφοβικότητα. Παρόμοιες επιπτώσεις έχουν και οι μεταλλάξεις L10I και 
V82A. Και οι δύο αυτές θέσεις βρίσκονται μέσα στην κοιλότητα πρόσδεσης και 
επηρεάζουν τις αλληλεπιδράσεις του φαρμάκου. Παρατηρώντας το 
εκτεταμένο δίκτυο  ΔΥ στο σύμπλοκο της φυσιολογικής πρωτεάσης, 
παρατηρείται η ύπαρξη ΔΥ σε δύο διαφορετικές πλευρές της κοιλότητας –
Gly48’ (πτερύγια) και Asp25 (ενεργό κέντρο)– που εξηγούν τη μεγάλη 
επίδραση στην πρόσδεση της σακουιναβίρης (Εικόνα 5.8α). Αυτή η 
συμπεριφορά στους ΔΥ δεν παρατηρείται σχεδόν καθόλου στις 
μεταλλαγμένες πρωτεΐνες, με αποτέλεσμα τη μειωμένη ικανότητα πρόσδεσης 
του αναστολέα. 
 Οι μεταλλάξεις (πχ V82A, I84V) που βρίσκονται κοντά στο σημείο 
σύνδεσης των δύο μονομερών του ενζύμου (δύο α-έλικες που στηρίζουν την 
κοιλότητα πρόσδεσης–αμινοξέα 84-94/84’-94’–)207 επηρεάζουν τις μεταξύ 
τους αλληλεπιδράσεις. Επομένως αλλαγές σε αυτές τις περιοχές μπορεί να 
επιδρούν και στη λειτουργικότητα της πρωτεάσης. Στο στέλεχος V82A, όμως, 
οι δύο ΔΥ με τα ασπαρτικά οξέα στις θέσεις 25’ και 29 εξηγούν τη μικρή 
διαφορά στη σταθερά πρόσδεσης (Κi) με το στέλεχος wt (2,5 nM και 5,1 nM, 
αντίστοιχα). Η τιμή αυτή δείχνει τη μικρή επίδραση της συγκεκριμένης 
μετάλλαξης. Έχει παρατηρηθεί ότι η αλλαγή στη θέση 82 προσφέρει 
ανθεκτικότητα στη σακουιναβίρη μόνο σε ασθενείς που έχουν λάβει τη 
θεραπεία για μεγάλα χρονικά διαστήματα. Μάλιστα η συγκεκριμένη μετάλλαξη 
δεν εμφανίζεται μόνη της αλλά ακολουθείται και από μετάλλαξη στη θέση 48 
(G48V).211,215 Αντίθετα το στέλεχος V82A παρουσιάζει ανθεκτικότητα σε άλλα 
φάρμακα, όπως την ιντιναβίρη και τη ριτοναβίρη.219 
 Ένα σημαντικό πλεονέκτημα της μεθόδου MM–PBSA αποτελεί η 
ανάλυση της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης σε επιμέρους συνεισφορές 
(Πίνακας 5.5). Είναι φανερό ότι οι διαφορετικοί ενεργειακοί όροι είναι 
παρόμοιοι στα μεταλλαγμένα ένζυμα, με τις συνεισφορές van der Waals να 
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έχουν τη μεγαλύτερη επίδραση στην ΔGπροσδεσης και τις ηλεκτροστατικές 
συνεισφορές να ακολουθούν. Σημαντική συνεισφορά στην ελεύθερη ενέργεια 
πρόσδεσης παρατηρείται και από τις μη-πολικές αλληλεπιδράσεις (ΔGΝΡ), 
ιδιαίτερα στα σύμπλοκα G48V και G73S. 
 Για να κατανοηθεί καλύτερα η διαδικασία πρόσδεσης της σακουιναβίρης 
και η επίδραση των μεταλλάξεων, μπορεί να υπολογισθεί η συνεισφορά στην 
ενθαλπία για αμινοξέα που ενδιαφέρουν. Μία τέτοια σύγκριση μεταξύ του 
συμπλόκου φυσιολογικής πρωτεΐνης– σακουιναβίρης και του στελέχους 
G48V- σακουιναβίρης παρουσιάζεται στην Εικόνα 5.9. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 5.9: Συνεισφορές στην ΔH αμινοξέων του ενεργού κέντρου και των 
πτερυγίων για τα σύμπλοκα HIV-1wt πρωτεάσης- σακουιναβίρης (πράσινο) και 
HIV-1G48V πρωτεάσης- σακουιναβίρης (μπλε).  
 
 Το γράφημα εμφανίζει την επίδραση της μετάλλαξης με ενεργειακούς 
όρους σε σημαντικά αμινοξέα (ενεργό κέντρο και πτερύγια) της πρωτεάσης. 
Παρατηρείται ότι όλα τα αμινοξέα στη φυσιολογική πρωτεάση έχουν ευνοϊκές 
συνεισφορές που κυμαίνονται από –0,1 έως –2,3 kcal/mol. Αντίθετα στο 
στέλεχος G48V, αμινοξέα στο ενεργό κέντρο (Asp25’ και Gly27/27’) καθώς και 
στα πτερύγια (Val48/48’ και Gly51/51’) δεν έχουν ευνοϊκές συνεισφορές. 
Μάλιστα τη μεγαλύτερη επίδραση (μη ευνοϊκή) την εμφανίζουν τα 
μεταλλαγμένα αμινοξέα στις θέσεις 48 και 48’. Επίσης παρατηρείται πως τα 
αμινοξέα στο ενεργό κέντρο Thr26/26’ και Gly27/27’, παρόλο που δεν 
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αλληλεπιδρούν μέσω ΔΥ με τη σακουιναβίρη έχουν ευνοϊκή συνεισφορά κατά 
την πρόσδεση του στη φυσιολογική πρωτεΐνη. Αντιθέτως, εμφανίζουν πολύ 
χαμηλή ή και καθόλου ευνοϊκή συνεισφορά στο σύμπλοκο με το στέλεχος 
G48V. Επιπροσθέτως, στο στέλεχος G48V, παρά την ύπαρξη ΔΥ με το 
αμινοξύ Asp25’ που διατηρείται, η συνεισφορά του συγκεκριμένου αμινοξέος 
παραμένει μη ευνοϊκή (σε σχέση με τη φυσιολογική πρωτεάση).  
 Για να ελεγχθούν με μεγαλύτερη ακρίβεια οι αλλαγές στην ενέργεια που 
οφείλονται στις μεταλλάξεις, χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος TI και υπολογίστηκε 
η σχετική μεταβολή στην ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης (ΔΔG) μεταξύ της 
φυσιολογικής πρωτεάσης και του στελέχους G48V. Η αρνητική ή θετική τιμή 
του όρου ΔΔG υποδεικνύει αν μια μετάλλαξη έχει ευνοϊκή ή μη ευνοϊκή 
επίδραση, αντίστοιχα. Για το σύμπλοκο G48V–σακουιναβίρης η τιμή ΔΔGΤΙ 
είναι 0,28 kcal/mol. Αυτή τη τιμή υποδηλώνει τη μη ευνοϊκή επίδραση της 
αλλαγής από Gly σε Val στην ενέργεια πρόσδεσης. Σε συνδυασμό με τις 
προηγούμενες αναλύσεις (διαμορφωτικές αλλαγές, ΜΜ-PBSA) γίνεται 
εμφανής η σημαντική επίδραση των πτερυγίων της πρωτεάσης στο 
μηχανισμό πρόσδεσης της σακουιναβίρης. Η θεωρητική τιμή ΔΔGΤΙ βρίσκεται 
σε συμφωνία με προηγούμενες πειραματικές μελέτες που επίσης 
υποδεικνύουν τη μη ευνοϊκή επίδραση της μετάλλαξης.206,207,212 
 
5.4 Συμπεράσματα 
 Συμπερασματικά, οι αναλύσεις της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης σε 
όλα τα σύμπλοκα κατέδειξαν τη σημαντική αρνητική επίδραση των 
μεταλλάξεων G48V, L63P και I84V σε σχέση με την φυσιολογική πρωτεάση. 
Μεταλλάξεις όπως η A71V είχαν πολύ μικρή επίδραση στην πρόσδεση της 
σακουιναβίρης στο ένζυμο. Μέσα από την ανάλυση διαμορφωτικών αλλαγών 
και των ενεργειακών μεταβολών παρατηρείται ότι η επίδραση των 
μεταλλάξεων στην πρόσδεση της σακουιναβίρης οφείλεται:  
(α) στο γεγονός πως ορισμένες αλλαγές (G48V, L63P, L10I, G73S) αυξάνουν 
την κινητικότητα των πτερυγίων με αποτέλεσμα τη αρνητική επίδραση στην 
πρόσδεση. Η εναλλαγή στα πτερύγια μεταξύ «κλειστής» και «ημι-ανοιχτής» 
μορφής παρατηρείται σε ορισμένες περιπτώσεις (Α71V) χωρίς να επηρεάζεται 
σημαντικά η πρόσδεση, όσο τα πτερύγια διατηρούν σταθερή διαμόρφωση. 
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(β) Αλλαγές στη διαμόρφωση της σακουιναβίρης δεν επηρεάζουν σημαντικά 
την πρόσδεσή της (βλ V82A, A71V) εφόσον η δομή του αναστολέα 
σταθεροποιείται κατά τη διάρκεια της προσομοίωσης της ΜΔ. Επίσης ο 
αναστολέας σε όλα τα σύμπλοκα υιοθετεί συγκεκριμένη διαμόρφωση και 
επηρεάζει ανάλογα τις αλληλεπιδράσεις με την πρωτεάση. 
(γ) Οι αλληλεπιδράσεις της σακουιναβίρης με τα αμινοξέα στην περιοχή του 
ενεργού κέντρου (Asp25/25’/29/29’/30/30’) και των πτερυγίων της πρωτεάσης 
παίζουν σημαντικό ρόλο στην πρόσδεσή της. Μάλιστα οι μεταλλάξεις που 
έχουν σημαντική επίδραση στην ανθεκτικότητα (G48V, L63P, I84V) 
παρουσιάζουν διαφοροποιήσεις στην αλληλεπίδραση με τις συγκεκριμένες 
περιοχές. 
(δ) Η σύγκριση των διαφορετικών στελεχών της πρωτεάσης, καταδεικνύει και 
τη σημασία του νερού στην πρόσδεση του φαρμάκου. Συγκεκριμένα, 
παρατηρήθηκε η δημιουργία ενός ΔΥ μεταξύ της σακουιναβίρης, ενός μορίου 
νερού και του αμινοξέος Asp29 (στο ενεργό κέντρο) στα σύμπλοκα της wt-
HIV-1 πρωτεάσης και στα μεταλλαγμένα στελέχη A71V, G73S, L63P, L10I. Τα 
στελέχη που δεν παρουσιάζουν αυτήν την αλληλεπίδραση (G48V, I84V) 
εμφανίζουν σημαντική μεταβολή στην ενέργεια πρόσδεσης του φαρμάκου στο 
ένζυμο. 
(ε) Τέλος, η ανάλυση της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης, μέσω της μεθόδου 
MM-PBSA, έδειξε πως οι σημαντικότερες συνεισφορές στην ενέργεια 
πρόσδεσης προέρχονται από τις αλληλεπιδράσεις van der Waals και τις 
ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις. Μάλιστα, οι τιμές για όλα τα μεταλλαγμένα 
στελέχη της πρωτεΐνης που μελετήθηκαν κυμαίνονται μεταξύ –55,7 kcal/mol < 
ΔΕvdW  < –49,5 kcal/mol και  –48,4 kcal/mol < ΔΕelec < –43,8 kcal/mol. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 
Διαμορφωτική και ενεργειακή μελέτη της αλισκιρένης σε 
διάλυμα καθώς και σε σύμπλοκο με τη ρενίνη72 
 
 Η αλισκιρένη είναι το πιο πρόσφατο αντιυπερτασικό φάρμακο που 
κυκλοφορεί στο εμπόριο. Το μόριο δρα ως αναστολέας της ρενίνης και κατά 
συνέπεια παρεμποδίζει τη λειτουργία του συστήματος ρενίνης-αγγειοτασίνης-
αλδοστερόνης που αποτελεί το σημαντικότερο βιοχημικό σύστημα στον 
έλεγχο της αρτηριακής πίεσης (βλ. Κεφάλαιο 1). Όπως και η HIV-1 πρωτεάση, 
η ρενίνη ανήκει στην οικογένεια των ασπαρτικών πρωτεασών. Στο κεφάλαιο 
αυτό περιγράφονται θεωρητικοί υπολογισμοί (ΜΔ και MM–PBSA) που 
αφορούν τα διαμορφωτικά και ενεργειακά χαρακτηριστικά της αλισκιρένης σε 
διάλυμα καθώς και του συμπλόκου ρενίνης-αλισκιρένης. Παρατηρήθηκε ότι η 
αλισκιρένη προσδένεται σε εκτεταμένη διαμόρφωση και σταθεροποιείται στην 
κοιλότητα της ρενίνης μέσω πολλαπλών δεσμών υδρογόνου, με το ενεργό 
κέντρο και με το πτερύγιο (Ser76) της πρωτεάσης. Η συγκεκριμένη μελέτη 
έγινε στο πλαίσιο εφαρμογής πειραμάτων φασματοσκοπίας Πυρηνικού 
Μαγνητικού Συντονισμού (NMR) για την εξεύρεση ευνοϊκών διαμορφώσεων 
του φαρμάκου στη ρενίνη. 
  
6.2 Μέθοδοι 
  Οι υπολογισμοί κβαντικής μηχανικής για το μόριο της αλισκιρένης 
έγιναν με τη χρήση του προγράμματος GAUSSIAN 09.220 Η βελτιστοποίηση 
της δομής της αλισκιρένης έγινε με τη χρήση της μεθόδου B3LYP και της 
βάσης 6-31(d).221 Οι βελτιστοποιημένη δομή της αλισκιρένης 
χρησιμοποιήθηκε στους υπολογισμούς ΜΔ και MM–PBSA. Επίσης έγινε και 
ανάλυση των διαφορετικών διαμορφώσεων που μπορεί να λάβει το φάρμακο 
μέσα στο ενεργό κέντρο της ρενίνης, κατά την πρόσδεση. Για τη ΜΔ, η 
διάλυση της αλισκιρένης σε DMSO έγινε με τη χρήση του προγράμματος 
tLeap από το AMBER11. Για τα μόρια του DMSO έγινε χρήση των 
παραμέτρων από την ομάδα Bryce.222 Το σύστημα αλισκιρένης-DMSO 
θερμάνθηκε από τους 0 στους 300 Κ για 50 ps, σε συνθήκες σταθερού όγκου 
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και θερμοκρασίας (NVT) Κατ’ αυτήν την προσομοίωση η αλισκιρένη 
διατηρείται ακίνητη χρησιμοποιώντας μια αρμονική σταθερά δύναμης (force 
constant) 10 kcal mol-1 Å-2. Στη συνέχεια το σύστημα αφέθηκε ελεύθερο για 
200 ps, σε συνθήκες σταθερής πίεσης, μέχρι να ισορροπήσει. Η 
προσομοίωση της ΜΔ διενεργήθηκε για 200 ns. Στη συνέχεια έγινε ανάλυση 
των διαφορετικών διαμορφώσεων που λαμβάνει η αλικσιρένη στο διάλυμα. 
 
6.3 Αποτελέσματα 
 ΜΔ αλισκιρένης σε DMSO. Η ανάλυση της ΜΔ για την αλισκιρένη σε 
διάλυμα DMSO εμφανίζει δύο βασικές ομάδες διαμορφώσεων του φαρμάκου. 
Η ομάδα 1 (με παρουσία 73%) αντιστοιχεί σε μια «ανοιχτή» δομή της 
αλισκιρένης (Εικόνα 6.1α, κόκκινο) ενώ η ομάδα 2 (με παρουσία 23%) 
αντιστοιχεί σε μια πιο «κλειστή» δομή του μορίου (Εικόνα 6.1α πράσινο). Οι 
συντεταγμένες των αντιπροσωπευτικών δομών της κάθε ομάδας 
χρησιμοποιήθηκαν σε υπολογισμούς κβαντικής μηχανικής (ΚΜ), με σκοπό τον 
υπολογισμό διαφόρων ιδιοτήτων του φαρμάκου (πχ ενέργεια, γεωμετρία). Τα 
αποτελέσματα των ab initio υπολογισμών παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.1. 
Είναι εμφανές ότι η θεωρητική προσέγγιση εμφανίζει ικανοποιητικά 
αποτελέσματα σε σχέση με πειράματα NMR. Επίσης παρατηρούνται μικρές 
διαφορές μεταξύ αέριας και υγρής φάσης του μορίου. Η «ανοιχτή» δομή της 
αλισκιρένης και στις δύο περιπτώσεις παρουσιάζει ομοιότητες με τη 
πειραματική δομή. Το μέσο σχετικό λάθος μεταξύ θεωρητικών και 
πειραματικών τιμών είναι 0,18 για την αέρια φάση και 0,17 για την υγρή 
(Πίνακας 6.1). Οι αντίστοιχες τιμές για την «κλειστή» δομή του φαρμάκου είναι 
0,16 (αέρια φάση) και 0,23 (υγρή φάση). Σημειώνουμε ότι η 
αντιπροσωπευτική δομή της ομάδας 1 έχει μεγάλη ομοιότητα με την 
κρυσταλλική δομή του φαρμάκου (Εικόνα 6.1β, μπλε, rmsd 1,4 Å). Οι 
ενέργειες των θεωρητικών δομών κυμαίνονται γύρω από μια μέση τιμή των -
1790,7 a.u. (Πίνακας 6.1). 
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Εικόνα 6.1: (α) Αντιπροσωπευτικές δομές της αλισκιρένης σε διάλυμα DMSO: 
με κόκκινο χρώμα η κυρίαρχη «ανοιχτή» δομή και με πράσινο η «κλειστή» 
δομή του φαρμάκου, (β) Σύγκριση της αντιπροσωπευτικής «ανοιχτής» δομής 
με την κρυσταλλογραφική δομή (μπλε) της αλισκιρένης. 
 
 
Πίνακας 6.1: Σύγκριση πειραματικών (NMR) και θεωρητικών (ab initio: 
B3LYP/6-31 G(d)) αποστάσεων μεταξύ των πρωτονίων της αλισκιρένης. 
 
 
 
Αλισκιρένη 
 
            
 
 
 
 
Πρωτόνιο 1 Πρωτόνιο 2 Απόσταση (Å) 
 Πείραμα 
(Å) 
  Ομάδα 1 
(DMSO) 
Ομάδα 2 
(DMSO) 
Ομάδα 1 
(αέρια 
φάση) 
Ομάδα 2 
(αέρια 
φάση) 
 
25 19α/β 3,18 3,16 3,15 3,20 3,04 
25 15 2,58 2,80 2,68 2,68 3,11 
25 26 2,90 2,31 2,91 2,90 2,60 
12 19α 4,69 5,30 4,68 4,35 3,15 
12 15 2,22 4,34 2,19 2,36 3,00 
CONH2 ¾ 3,63 3,66 3,65 3,60 3,74 
MRE  0,18 0,23 0,17 0,16  
Ενέργεια 
(Hartree) 
 -1790,7324 -1790,7378 -1790,7092 -1790,7121  
Σχετικό σφάλμα (RE)= |Calc -Exp| /Exp. Μέσο σχετικό σφάλμα (MRE)= Σ RE/n (n=μέγεθος πληθυσμού). 
Calc=υπολογισθείσα τιμή, Exp=πειραματική τιμή 
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 Οι θεωρητικοί υπολογισμοί σε συνδυασμό με τα πειράματα NMR 
κατέδειξαν ότι: 
(1)  Η αλισκιρένη είναι ευέλικτο μόριο και  
(2)  Το φάρμακο παρουσιάζει δύο δομές («κλειστή» και «ανοιχτή») με την 
«ανοιχτή» να είναι κυρίαρχη. 
 
 Διαμορφωτικές ιδιότητες της αλισκιρένη στο σύμπλοκο με τη ρενίνη. Για 
τις αρχικές συντεταγμένες του συμπλόκου αλισκιρένης-ρενίνης 
χρησιμοποιήθηκε η κρυσταλλική δομή 2V0Z (από τη βάση δεδομένων PDB) 
223 και για τη ΜΔ της ρενίνης (χωρίς την αλισκιρένη) αφαιρέθηκε η αλισκιρένη 
από την κρυσταλλική δομή. Στο πρώτο μισό της προσομοίωσης 
εμφανίστηκαν μικρές δομικές αλλαγές στην πρωτεΐνη, μέχρι το σύστημα να 
καταλήξει σε κατάσταση ισορροπίας. Ο μεγάλος βαθμός σταθερότητας του 
συμπλόκου φαίνεται στις διακυμάνσεις των τιμών rmsd κατά τη διάρκεια της 
ΜΔ (Εικόνα 6.2, κόκκινο). Η μέση τιμή rmsd των ατόμων άνθρακα (Cα) είναι ≈ 
1 Å. Το αποτέλεσμα αυτό υποδεικνύει πως η δομή ισορροπίας του 
συμπλόκου ομοιάζει στην κρυσταλλική δομή. Επίσης στην εικόνα 
παρατηρείταη ότι υπάρχουν μόνο μικρές διακυμάνσεις γύρω από μια σταθερή 
μέση δομή. Όπως ήταν αναμενόμενο η ελεύθερη πρωτεΐνη παρουσιάζει 
μεγαλύτερη ευελιξία (Εικόνα 6.2, μαύρο) και μεγαλύτερες αποκλίσεις από την 
κρυσταλλική δομή (μέση τιμή rmsd ≈ 1,65Å). 
 Η ανάλυση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ αλισκιρένης και ενζύμου 
καταδεικνύει την ύπαρξη ενός εκτεταμένου δικτύου δεσμών υδρογόνου 
(Πίνακας 6.2), που συμβάλλει στη δομική σταθερότητα του συμπλόκου. Οι 
πέντε από τους συνολικά οκτώ δεσμούς υδρογόνου εμφανίζονται σε όλη τη 
διάρκεια της ΜΔ και σταθεροποιούν την αλισκιρένη μέσα στην κοιλότητα. Τα 
αμινοξέα Asp32/215 και Gly34 στο ενεργό κέντρο παρουσιάζουν τις 
κυριότερες αλληλεπιδράσεις με το φάρμακο, ενώ τα αμινοξέα Tyr14, Arg74 
και Ser76 συμβάλλουν περαιτέρω στη σταθεροποίηση του συστήματος 
(Πίνακας 6.2, Εικόνα 6.3). 
 Παρόλο που η αλισκιρένη παρουσιάζει συνεχή αλληλεπίδραση με το 
ενεργό κέντρο της ρενίνης, η κατανομή των διαφόρων δεσμών υδρογόνου 
(Πίνακας 6.2) επιτρέπει στο μόριο να είναι σχετικά ευέλικτο μέσα στην 
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κοιλότητα. Αυτό φαίνεται από τις διακυμάνσεις rmsd στην Εικόνα 6.4. Αυτές οι 
διακυμάνσεις δικαιολογούν τις μικρές διαμορφωτικές αλλαγές που 
εμφανίζονται στο σύμπλοκο. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
 
 
Εικόνα 6.2: Rmsd  των ατόμων άνθρακα Cα της ρενίνης για το σύμπλοκο 
αλισκιρένη-ρενίνη (κόκκινο) και για το ελεύθερο ένζυμο (μαύρο). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 6.3: ΔΥ ανάμεσα σε αλισκιρένη και ρενίνη. Οι συνολικά οκτώ δεσμοί 
συμπεριλαμβάνουν τα αμινοξέα στο ενεργό κέντρο (Gly34, Asp32/215) και τα 
αμινοξέα Tyr14, Arg74 και Ser76.72 
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Πίνακας 6.2: Βασικοί δεσμοί υδρογόνου στο σύμπλοκο ρενίνης-
αλισκιρένης.72 
 
Αλληλεπίδραση Συχνότητα Σχόλια 
Αμιδικό H’ με καρβονυλικό O της Gly40 
98% 
Εμφανίζονται σε όλη τη διάρκεια της 
προσομοίωσης ΜΔ 
Αμιδικό H’’ με καρβοξυλικό OD1 του Asp215 
97% 
Εμφανίζονται σε όλη τη διάρκεια της 
προσομοίωσης ΜΔ 
Αιθερικό O με αμιδικό H της Tyr14 
91% 
Εμφανίζονται σε όλη τη διάρκεια της 
προσομοίωσης ΜΔ 
Υδροξυλικό O με καρβοξυλικό HD2  του Asp32 90% 
 
Εξαφανίζεται σταδιακά προς το τέλος της 
προσομοίωσης ΜΔ 
Υδροξυλικό H με καρβοξυλικό OD1 του Asp215 
87% 
Εξαφανίζεται σταδιακά προς το τέλος της 
προσομοίωσης ΜΔ 
Αμιδικό H’’’ με καρβονυλικό O της Arg74  
68% 
Ίση κατανομή κατά τη διάρκεια της 
προσομοίωσης ΜΔ 
Υδροξυλικό H με καρβοξυλικό OD2 Asp215 
57% 
Εμφανίζεται κυρίως στα πρώτα ¾ της 
προσομοίωσης ΜΔ 
Καρβονυλικό O με αμιδικό H της Ser76 
56% 
Εμφανίζεται κυρίως στο τέλος της 
προσομοίωσης ΜΔ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 6.4: Rmsd της αλισκιρένης μέσα στη ρενίνη.72 
 
 
 Η μελέτη των διακυμάνσεων στις τιμές rmsd για τα αμινοξέα Asp32/215 
και Gly34 στο ενεργό κέντρο καταδεικνύει ότι οι διαμορφωτικές αλλαγές που 
σχετίζονται με το σχηματισμό ΔΥ συμβάλλουν στην αυξημένη σταθερότητα 
του ενεργού κέντρου (Εικόνα 6.5). Παρόλο που η δομή του συμπλόκου 
αλισκιρένης-ρενίνης παραμένει σχετικά σταθερή κατά τη ΜΔ, υπάρχουν 
περιοχές της πρωτεΐνης που εμφανίζουν αυξημένη κινητικότητα. Στους 
υπολογισμούς των διακυμάνσεων των ατόμων Cα –για όλα τα αμινοξέα της 
ρενίνης– τα αμινοξέα Ser159, Gly160, Ser161, Gln162, Leu241 και Phe242 
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έχουν υψηλή κινητικότητα. Τα συγκεκριμένα αμινοξέα βρίσκονται σε περιοχές 
της πρωτεάσης που έχουν επαφή με το νερό και δεν εμφανίζουν 
αλληλεπιδράσεις  με την αλισκιρένη. Αντίθετα, όλα τα αμινοξέα στο ενεργό 
κέντρο εμφανίζονται ως τα πιο σταθερά (Εικόνα 6.6 και Πίνακας 6.3). Η 
κινητικότητα των αμινοξέων 159-162 και 239-246 συμβάλλει στις 
διαμορφωτικές αλλαγές στη ρενίνη όπως παρουσιάζονται στην Εικόνα 6.2. Οι 
αντίστοιχες τιμές για τα αμινοξέα στην ελεύθερη πρωτεΐνη είναι μεγαλύτερες, 
όπως και αναμένονταν. Αυτό εξηγεί και το ρόλο της αλισκιρένης στη 
σταθεροποίηση της δομής του ενζύμου. Επίσης η εμφάνιση δεσμών 
υδρογόνου μεταξύ αλισκιρένης και ενεργού κέντρου οδηγεί στη 
σταθεροποίηση των αμινοξέων στην ευρύτερη περιοχή (Πίνακας 6.3). 
 
Πίνακας 6.3: Τιμές της κινητικότητας των ατόμων Cα (σε Å) για τα 
αμινοξέα του ενεργού κέντρου στο σύμπλοκο αλισκιρένης-ρενίνης και 
στην ελεύθερη ρενίνη.72  
 
 Αμινοξέα Αλισκιρένη-ρενίνηα Ελεύθερη ρενίνηα 
Αμινοξέα 
ενεργού 
κέντρου 
Asp32 0.39 0.47 
Thr33 0.37 0.47 
Gly34 0.44 0.59 
Asp215 0.48 0.56 
Thr216 0.53 0.59 
Gly217 0.68 0.65 
Αμινοξέα 
της 
περιοχής 
του 
πτερυγίου 
Arg74 0.67 1.11 
Tyr75 0.65 1.18 
Ser76 0.78 1.51 
Thr77 0.94 1.72 
Gly78 0.86 1.32 
α
Οι τιμές εκφράζονται σε Å 
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Εικόνα 6.5: Rmsd διακυμάνσεις για τη ρενίνη σε σχέση με την κρυσταλλική 
δομή. Οι τιμές αφορούν στα άτομα Cα για τα αμινοξέα στο ενεργό κέντρο 
Asp32/215, Thr33/216 και Gly34/217 (κόκκινο) και τα αμινοξέα του ενεργού 
κέντρου που αλληλεπιδρούν μέσω ΔΥ (Asp32/215 και Gly34, μαύρο).72 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             
 
 
 
 
Εικόνα 6.6: Διακυμάνσεις των ατόμων Cα για την ελεύθερη (άπο-μορφή) της 
ρενίνης (μαύρο) και για το σύμπλοκο ρενίνης-αλισκιρένης (κόκκινο).72 
 
 Η ανάλυση έδειξε επίσης, ότι η περιοχή γύρω από τη Ser76 (Arg74-
Tyr75-Ser76-Thr77-Gly78), η οποία καλύπτει το ενεργό κέντρο, συμβάλλει 
στην παγίδευση της αλισκιρένης μέσα στην κοιλότητα μέσω της δημιουργίας 
δύο δεσμών υδρογόνου με τα αμινοξέα Arg74 και Ser76 (Εικόνα 6.3). Η 
περιοχή αυτή, στην περίπτωση της άπο-μορφής του ενζύμου παρουσιάζει 
μεγάλη κινητικότητα (Πίνακας 6.3). Αυτό το αποτέλεσμα καταδεικνύει το 
σημαντικό ρόλο του πτερυγίου στην είσοδο των μορίων στην κοιλότητα της 
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ρενίνης. Η πρόσβαση στο ενεργό κέντρο της πρωτεάσης ελέγχεται σε μεγάλο 
βαθμό από αμινοξέα της περιοχής γύρω από τη Ser76. Μετά την πρόσδεση, 
η κινητικότητα αυτών των αμινοξέων μειώνεται σε μεγάλο βαθμό και κατά 
συνέπεια η αλισκιρένη παγιδεύεται μέσα στην κοιλότητα. Η αναπαράσταση 
αυτού του μηχανισμού παρουσιάζεται στην Εικόνα 6.7. Η ευκίνητη αυτή 
περιοχή, στην άπο-μορφή του ενζύμου, βρίσκεται σε ισορροπία μεταξύ 
«ανοιχτής» και «κλειστής» δομής. Κατά την πρόσδεση της αλισκιρένης όμως 
η δομή σταθεροποιείται μέσω ενός δικτύου δεσμών υδρογόνου μεταξύ των 
αμινοξέων Ser76, Arg74, της αλισκιρένης και του ενεργού κέντρου (Εικόνα 
6.3). 
 
 
 
 
Εικόνα 6.7: Πιθανός μηχανισμός εισόδου της αλισκιρένης στην περιοχή γύρω 
από τη Ser76 (κόκκινο): (α) το άνοιγμα της συγκεκριμένης περιοχής ελέγχει 
την είσοδο του προσδέτη στην κοιλότητα του ενζύμου, (β) κατά την πρόσδεση 
το πτερύγιο κλείνει πάνω από το ενεργό κέντρο και το μόριο του προσδέτη 
εγκλωβίζεται σε αυτό. Η αλισκιρένη λαμβάνει την «ανοιχτή» διαμόρφωση στο 
ενεργό κέντρο (πράσινο).72 
 
 Ανάλυση αποτελεσμάτων MM-PBSA για το σύμπλοκο ρενίνης-
αλισκιρένης. Για τον υπολογισμό της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης και των  
διαφόρων συνεισφορών της, χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος MM-PBSA. Η 
ενέργεια του συστήματος σύγκλινε μετά τα πρώτα 10 ns (Εικόνα 6.8, 
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πράσινο). Τα αποτελέσματα από την ανάλυση MM-PBSA παρουσιάζονται 
στον Πίνακα 6.4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 6.8: Γραφική παράσταση της μεταβολής ελεύθερης ενέργειας ΔG του 
συμπλόκου ρενίνης-αλισκιρένης (πράσινο), της μεταβολής της ενθαλπίας (ΔΗ, 
κόκκινο) και των αλληλεπιδράσεων van der Waals (ΔGvdW, μπλε) κατά την 
προσομοίωση.72 
 
Πίνακας 6.4: Ενεργειακές συνεισφορές στην ενέργεια πρόσδεσης,  
όπως υπολογίστηκαν από τη μέθοδο MM-PBSA (σε kcal/mol). 
 
 Ενέργεια Stdv 
ΔΕele -31,24 2,72 
ΔΕvdW -35,67 2,88 
ΔΕMM -66,91 2,70 
ΔGNP -28,14 2,00 
ΔGPB 51,32 2,25 
ΔGsolv 23,18 2,34 
ΔGele(tot)= ΔGele+ ΔGPB 20,08 3,14 
ΔH -39,23 2,86 
-TΔStot 27,20 2,30 
ΔGπρόσδεσης -12,03 2,22 
 
 
 Η ανάλυση των αποτελεσμάτων έδωσε ΔGπρόσδεσης = –12,03 kcal mol
-1 
για το σύστημα ρενίνης-αλισκιρένης. Σε σύγκριση με την  πειραματική τιμή ( –
12,64 kcal mol-1), παρατηρείται ότι η μέθοδος MM-PBSA δίνει ικανοποιητικά 
αποτελέσματα.224 Στον Πίνακα 6.4 παρατηρείται ότι η ηλεκτροστατική 
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συνεισφορά στην ελεύθερη ενέργεια διαλυτότητας (solvation, ΔGsolv) είναι 
μεγαλύτερη από την αντίστοιχη συνεισφορά στην ελεύθερη ενέργεια του 
συμπλόκου (ΔΕMM= ΔEele+ ΔEvdW). Η συνολική ηλεκτροστατική συνεισφορά 
(ΔEele+ ΔGPB) είναι 20,1 kcal mol
-1. Το αποτέλεσμα αυτό υποδεικνύει ότι η μη 
ευνοϊκή ηλεκτροστατική συνεισφορά στην ελεύθερη ενέργεια διάλυτότητας 
(ΔGPB = 51,3 kcal mol
-1) δεν αντισταθμίζεται από την ευνοϊκή ηλεκτροστατική 
συνεισφορά στην ελεύθερη ενέργεια του συστήματος (ΔGele =–31,2 kcal mol
-1) 
όπως αυτή υπολογίζεται από τη μοριακή μηχανική (ΔΕΜΜ, βλ. Μέθοδοι). Η 
συγκεκριμένη συμπεριφορά έχει παρατηρηθεί και σε άλλες θεωρητικές 
εργασίες διαφορετικών βιολογικών συστημάτων (π.χ. σύμπλοκο θεοφυλίνης-
RNA).137 Οι αλληλεπιδράσεις στο σχηματισμό του συμπλόκου ρενίνης-
αλισκιρένης επηρεάζονται κυρίως από τις συνεισφορές van der Waals ( –35,7 
kcal mol-1) και από τη μη πολική συνεισφορά στην ελεύθερη ενέργεια 
διάλυσης ( –28,7 kcal mol-1) όπως συμβαίνει και σε διαφορετικά πρωτεϊνικά 
συστήματα που έχουν μελετηθεί.139,140 
 
6.4 Συμπεράσματα 
 Η ανάλυση των αποτελεσμάτων από τη μοριακή δυναμική της 
αλισκιρένης σε DMSO δείχνει την ύπαρξη μιας κυρίαρχης «ανοιχτής» 
διαμόρφωσης. Το αποτέλεσμα αυτό επιβεβαιώνεται και από πειράματα NMR 
72 και από την κρυσταλλική δομή της αλισκιρένης στο ενεργό κέντρο της 
πρωτεάσης. Πειραματικά (NMR με διαλύτη DMSO)225 και θεωρητικά 
αποτελέσματα συμφωνούν ικανοποιητικά.  
 Οι υπολογισμοί ΜΔ έδειξαν ότι κατά την πρόσδεση του φαρμάκου στο 
ένζυμο δημιουργείται ένα εκτεταμένο δίκτυο δεσμών υδρογόνου, το οποίο 
συμβάλλει στη δομική σταθερότητα του συμπλόκου. Επίσης παρατηρήθηκε 
και ο σημαντικός ρόλος της περιοχής του ενζύμου γύρω από το αμινοξύ 
Ser76. Τα αποτελέσματα εμφανίζουν τη συγκεκριμένη περιοχή (πτερύγιο) να 
έχει σημαντικό ρόλο στην είσοδο του φαρμάκου στη ρενίνη και στην 
παγίδευση του στην κοιλότητα μέσω των δεσμών υδρογόνου με τα αμινοξέα 
Ser76 και Arg74. Ο υπολογισμός της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης, με 
τη μέθοδο MM-PBSA, συμφωνεί με τα πειραματικά αποτελέσματα ( –12,03 
και –12,64 kcal mol-1, αντίστοιχα). Περαιτέρω ανάλυση παρουσίασε τις 
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βασικές συνεισφορές στην ενέργεια να προέρχονται από τις αλληλεπιδράσεις 
van der Waals και τις μη πολικές αλληλεπιδράσεις. Από την ανάλυση των 
αποτελεσμάτων, προκύπτει ότι οι ηλεκτροστατικές (ΔGele =  –31,2 kcal mol
-1) 
και οι van der Waals (ΔGvdW =  –35,7 kcal mol
-1) αλληλεπιδράσεις έχουν 
σχεδόν ισότιμη συνεισφορά στην ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7 
Αναστολείς με διπλή δράση κατά των ασπαρτικών 
πρωτεασών HIV-1 PR και ρενίνης: Σύνδεση AIDS- υπέρτασης- 
διαβήτη 79 
 
7.1 Εισαγωγή 
 Τα κοινά δομικά χαρακτηριστικά των ασπαρτικών πρωτεασών (βλ. 
Ενότητα 1.3) μας παρακίνησαν να συγκρίνουμε την HIV-1 πρωτεάση με τη 
ρενίνη. Ειδικά μελετήθηκε η επίδραση δύο εμπορικών φαρμάκων, της 
αλισκιρένης (αντίυπερτασικό) και της νταρουναβίρης (αντιικό) στις δύο 
ασπαρτικές πρωτεάσες. Τα αποτελέσματα της μελέτης κατέδειξαν τη διπλή 
δράση των δύο φαρμάκων στην HIV-1 πρωτεάση και τη ρενίνη. Υπάρχουν 
μελέτες, που δείχνουν πως μπορούν να αξιοποιηθούν κοινά δομικά 
χαρακτηριστικά των ενζύμων για τη σχεδίαση φαρμάκων με πολλαπλή 
ανασταλτική δράση.226 Παρατηρήθηκε μάλιστα, πως μόρια με ορισμένα κοινά 
δομικά τμήματα (scaffolds) –όπως οι δακτύλιοι πυρρολινόνης–  εμφανίζουν 
βιολογική δράση και στις δύο πρωτεάσες.226  Βασιζόμενοι σε αυτή την 
υπόθεση και αξιοποιώντας τα ευρήματα μιας βιβλιογραφικής έρευνας, κάναμε 
μια επιλογή 54 βιολογικά δραστικών μορίων τα οποία ελέγχθησαν για την 
ανασταλτική τους δράση στις δύο πρωτεάσες. Η διαδικασία αυτή οδήγησε 
στην επιλογή της καναγλιφλοζίνης (canagliflozin) ως ένα μόριο με πιθανές 
ανασταλτικές ιδιότητες στην HIV-1 πρωτεάση και στη ρενίνη. Πράγματι, η 
δράση της καναγλιφλοζίνης ως αναστολέας των δύο πρωτεασών 
επιβεβαιώθηκε από τα αποτελέσματα των μελετών μας. 
 Η καναγλιφοζίνη χρησιμοποιείται ως πειραματικό φάρμακο για τη 
θεραπεία του διαβήτη τύπου 2 και βρίσκεται στο στάδιο των κλινικών δοκιμών 
από το 2010.227 Η συγκεκριμένη βιοδραστική ουσία αναπτύχθηκε από τους 
ερευνητές της φαρμακευτικής εταιρείας Johnson & Johnson και έχει τα δομικά 
χαρακτηριστικά ενός C-αρυλογλυκοσιδίου.228 Το φάρμακο αναστέλλει τη 
δράση του καναλιού Na+/ γλυκόζης 2 (sodium/glucose co-transporter 2- 
SGLT-2), μιας διαμεμβρανικής πρωτεΐνης.229 
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7.2 Αποτελέσματα 
 Δομικές ιδιότητες συμπλόκων της καναγλιφλοζίνης με την HIV-1 
πρωτεάση και τη ρενίνη. Για τη μοριακή δυναμική της καναγλιφλοζίνης στις 
δύο πρωτεάσες, χρησιμοποιήθηκαν οι κρυσταλλικές δομές 2IEN και 2V0Z για 
την HIV-1 PR και τη ρενίνη, αντίστοιχα.223 Ακολούθως, αντικαταστήσαμε τους 
αναστολείς στις συγκεκριμένες δομές (νταρουναβίρη και αλισκιρένη, 
αντίστοιχα) με τη δομή της καναγλιφλοζίνης. Η αντικατάσταση αυτή οδήγησε 
σε διαμορφωτικές αλλαγές στη δομή των δύο ενζύμων στην αρχή των 
προσομοιώσεων. Μετά από την έναρξη των υπολογισμών ΜΔ, οι δομές των 
συμπλόκων κατέληξαν σε ισορροπία όπως παρατηρείται από τις 
διακυμάνσεις των τιμών rmsd για τα άτομα α-άνθρακα (Cα) των πρωτεϊνών 
στην εικόνα 7.1 (α και β, κόκκινο). Στο σύμπλοκο με την HIV-1 πρωτεάση, οι 
διαμορφωτικές αλλαγές παρατηρούνται κατά το πρώτο μισό της 
προσομοίωσης, ενώ μετά 10 ns παρατηρείται σταθεροποίηση του 
συστήματος. Αντίθετα στο σύμπλοκο με τη ρενίνη δεν παρουσιάζονται 
σημαντικές διαφοροποιήσεις κατά την προσομοίωση. Η μέση τιμή rmsd για 
την HIV-1 πρωτεάση είναι ≈2 Å και για τη ρενίνη ≈1,5 Å. Επίσης όπως 
φαίνεται στην εικόνα 7.1 η HIV-1 πρωτεάση εμφανίζει μεγαλύτερη 
κινητικότητα σε σχέση με τη ρενίνη. Αυτές οι διαφοροποιήσεις μεταξύ των δύο 
ενζύμων δείχνουν πως ίσως η καναγλιφλοζίνη προσδένεται ισχυρότερα στη 
ρενίνη σε σχέση με την ιική πρωτεάση. Είναι αναμενόμενο ότι το ενεργό 
κέντρο, και στα δύο ένζυμα, έχει μικρή κινητικότητα, μέση τιμή rmsd ≈0,6 Å 
(Εικόνα 7.1α και β, μπλε). Στο σημείο αυτό είναι σημαντικό να τονιστεί πως η 
αντικατάσταση της νταρουναβίρης με την καναγλιφλοζίνη συμβάλλει σε μια 
άμεση διαμορφωτική αλλαγή στο ενεργό κέντρο της πρωτεΐνης (τιμή rmsd 
≈1,5 Å), η οποία οφείλεται σε μια μη ευνοϊκή ανακατάταξη της κοιλότητας του 
ενζύμου κατά την είσοδο του νέου μορίου. Η ανάλυση των διαφοροποιήσεων 
(τιμές rmsd) των αμινοξέων της πρωτεάσης, έδειξε ότι οι διαμορφωτικές 
αλλαγές που παρατηρούνται στο ενεργό κέντρο οφείλονται κυρίως στην 
αυξημένη κινητικότητα των αμινοξέων Asp25/25’. Όμως μετά τα πρώτα 10 ns 
οι διαμορφωτικές αλλαγές στο ενεργό κέντρο συμβάλλουν στην τοποθέτηση 
της καναγλιφλοζίνης στην κοιλότητα σε θέση παρόμοια με αυτή της 
νταρουναβίρης στην κρυσταλλική δομή. 
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Εικόνα 7.1: Rmsd για τα σύμπλοκα της καναγλοφλοζίνης με (α) την HIV-1 
πρωτεάση και (β) τη ρενίνη, ως προς τις κρυσταλλικές δομές τους (2ΙΕΝ και 
2V0Z, αντίστοιχα). Με κόκκινο εμφανίζονται τιμές rmsd για όλα τα άτομα Cα 
για τα ένζυμα και με μπλε για τα αντίστοιχα άτομα του ενεργού κέντρου. (γ) 
rmsd για την καναγλοφλιζίνη στην HIV-1 πρωτεάση (μαύρο) και στη ρενίνη 
(πράσινο). (δ) αντιπροσωπευτικές διαμορφώσεις της καναγλιφλοζίνης (και 
χημική δομή κάτω) στο ενεργό κέντρο της HIV-1 πρωτεάσης (μπλε) και της 
ρενίνης (κόκκινο). Τα αμινοξέα του ενεργού κέντρου εμφανίζονται ως κίτρινα 
για την ιική πρωτεάση και πράσινα για τη ρενίνη. 
 
 
 Σε σύγκριση με την άπο-μορφή της ρενίνης, παρατηρήσαμε ότι στο 
σύμπλοκο καναγλιφλοζίνης–ρενίνης υπάρχουν αλλαγές που συνδέονται με 
πρόσδεση στο ενεργό κέντρο (Εικόνα 7.2). Η ελεύθερη πρωτεΐνη εμφανίζει 
μεγάλες διακυμάνσεις στις τιμές rmsd (μέχρι 2,7 Å) λόγω κυρίως της 
κινητικότητας του πτερυγίου της πρωτεάσης. Το ενεργό κέντρο και στην άπο-
μορφή και στο σύμπλοκο παραμένει σχετικά σταθερό. Αυτή η διαφοροποίηση 
ανάμεσα στην ελεύθερη ρενίνη και στο σύμπλοκο υποδεικνύει πως το ενεργό 
κέντρο αλληλεπιδρά με την καναγλιφλοζίνη και οδηγεί σε ισχυρότερη 
πρόσδεση. Όπως και στην περίπτωση της HIV-1 πρωτεάσης, η ανάλυση των 
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τιμών rmsd για τα αμινοξέα του ενεργού κέντρου έδειξε ότι η Gly217 δεν 
παρουσιάζει καμιά αλλαγή. 
 
 
  
 
 
  
 
Εικόνα 7.2: Rmsd για την άπο-μορφή της ρενίνης (κόκκινο). Με μπλε 
αποτυπώνονται οι τιμές rmsd ως προς τα άτομα Cα των αμινοξέων του 
ενεργού κέντρου της. 
 
 Πολλές πειραματικές και θεωρητικές εργασίες έχουν τονίσει τη 
συνεισφορά της περιοχής των πτερυγίων κατά τη διαδικασία πρόσδεσης στις 
ασπαρτικές πρωτεάσες.69-72 Συγκεκριμένα μετά την πρόσδεση παρατηρείται 
μια μετατόπιση των πτερυγίων προς το ενεργό κέντρο των ενζύμων. Για να 
εξεταστεί η συγκεκριμένη συμπεριφορά, μετρήθηκε η απόσταση ενεργού 
κέντρου-πτερυγίων και στις δύο πρωτεΐνες. Στο σύμπλοκο της 
καναγλιφλοζίνης με την HIV-1 πρωτεάση, η απόσταση μεταξύ της Ile50 
(πτερύγια) και του Asp25 (ενεργό κέντρο) κυμαίνεται μεταξύ 16 και 26 Å. Η 
μεγάλη αυτή διακύμανση υποδεικνύει πως η καναγλιφλοζίνη δεν προσδένεται 
τόσο σταθερά στη συγκεκριμένη πρωτεάση. Αντίθετα στο σύμπλοκο με τη 
ρενίνη η αντίστοιχη απόσταση του πτερυγίου (Ser76) με το ενεργό κέντρο 
(Asp32) έχει πολύ μικρότερη διακύμανση καταδεικνύοντας σταθερότερη 
πρόσδεση στη ρενίνη. Παρόλα αυτά κατά τη διάρκεια της προσομοίωσης, η 
απόσταση ενεργού κέντρου –πτερυγίου παρουσιάζει μια μείωση και στα δύο 
σύμπλοκα γεγονός που υποδεικνύει το ρόλο της περιοχής αυτής στη 
διαδικασία πρόσδεσης. 
 Από την ανάλυση αυτή προκύπτουν οι ομοιότητες και οι 
διαφοροποιήσεις κατά την πρόσδεση της καναγλιφλοζίνης στα δύο ένζυμα. 
Παρατηρήθηκε ότι η καναγλιφλοζίνη ίσως προσδένεται ισχυρότερα στη ρενίνη 
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σε σχέση με την HIV-1 πρωτεάση. Η συγκεκριμένη τάση επιβεβαιώνεται και 
από την παρατήρηση πως η καναγλιφλοζίνη παρουσιάζεται σταθερότερη 
διαμορφωτικά μέσα στην κοιλότητα της ρενίνης (Εικόνα 7.1γ, πράσινο). Η 
ανάλυση των διαμορφωτικών αλλαγών που παρατηρούνται κατά την 
πρόσδεση της καναγλιφλοζίνης στις δύο πρωτεάσες, έδειξε ότι υπάρχει μια 
κυρίαρχη δομή της ένωσης μετά την πρόσδεσή της (Εικόνα 7.1δ). Στην HIV-1 
πρωτεάση η καναγλιφλοζίνη παρουσιάζει μια «ανοιχτή» διαμόρφωση (Εικόνα 
7.1δ, μπλε) ενώ στη ρενίνη η αντίστοιχη διαμόρφωση είναι πιο «κλειστή» 
(Εικόνα 7.1δ, κόκκινο). Βάσει αυτών των παρατηρήσεων συμπεραίνεται ότι η 
καναγλιφλοζίνη μπορεί να λάβει δύο διαφορετικές διαμορφώσεις στα δύο 
ένζυμα, γεγονός που συμβάλλει στην ικανότητα της να δρα ως αναστολέας 
και στις δύο πρωτεάσες. 
 Το επόμενο βήμα σε αυτή τη μελέτη, είναι η εξέταση της συμπεριφοράς 
των εμπορικών φαρμάκων νταρουναβίρης και αλισκιρένης όταν προσδένονται 
στη ρενίνη και την HIV-1 πρωτεάση, αντίστοιχα. 
 Διαμορφωτικές ιδιότητες του συμπλόκου ρενίνης-νταρουναβίρης. Η ΜΔ 
στο σύμπλοκο ρενίνης-νταρουναβίρης κατέδειξε πως το σύστημα οδηγείται σε 
ισορροπία μετά από περίπου 10 ns. Η παρουσία της νταρουναβίρης στο 
ενεργό κέντρο του ενζύμου επιφέρει μικρές αλλαγές (βλ. διάγραμμα τιμών 
rmsd Εικόνα 7.3α). Παρόμοια συμπεριφορά παρατηρείται και για το ενεργό 
κέντρο, καθώς η διακύμανση των τιμών rmsd είναι μεταξύ 0,7 και 0,9 Å. Η 
δομική αλλαγή που παρατηρείται τη χρονική στιγμή 7-10 ns πιθανώς να 
οφείλεται στην ανακατάταξη των αλληλεπιδράσεων μεταξύ του αναστολέα και 
του ενεργού κέντρου της πρωτεΐνης. Επίσης, παρατηρείται η μετατόπιση του 
πτερυγίου της ρενίνης προς το ενεργό κέντρο, λόγω της παρουσίας της 
νταρουναβίρης, μετά τα πρώτα 6 ns με αποτέλεσμα τη σταθεροποίηση της 
απόστασης μεταξύ ενεργού κέντρου και πτερυγίου. Επιπροσθέτως, οι 
διακυμάνσεις των τιμών rmsd για τη νταρουναβίρη εμφανίζουν τον αναστολέα 
να έχει μια σταθερή δομή μέσα στην κοιλότητα του ενζύμου, που ίσως 
συμβάλλει στην ανασταλτική δράση του (Εικόνα 7.4α). 
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Εικόνα 7.3: Επάνω, rmsd για τα άτομα Cα της πρωτεΐνης (κόκκινο) και των 
ατόμων Cα των αμινοξέων του ενεργού κέντρου (μπλε) για τα σύμπλοκα: (α) 
Νταρουναβίρης-ρενινης και (β) Αλισκιρένης−HIV-1 πρωτεάσης. Κάτω, 
διακυμάνσεις των ατόμων Cα των αμινοξέων για τα σύμπλοκα: (γ) 
καναγλιφλοζίνης-ρενίνης (κόκκινο), νταρουναβίρης-ρενίνης (μαύρο) και (δ) 
καναγλιφλοζίνης-HIV–1 πρωτεάσης (κόκκινο), αλισκιρένης-HIV–1 πρωτεάσης 
(μαύρο). 
 
 Δομικές ιδιότητες του συμπλόκου αλισκιρένης-HIV–1 πρωτεάσης. 
Όπως προαναφέρθηκε ελέγχθηκε και η συμπεριφορά της αλισκιρένης μέσα 
στην ιική πρωτεάση. Όπως και με τη νταρουναβίρη στη ρενίνη έτσι και η 
αλισκιρένη είναι πιθανό να εμφανίζει ανασταλτική δράση κατά της HIV-1 
πρωτεάσης. Συγκεκριμένα, στο ένζυμο εμφανίζονται μικρές δομικές αλλαγές 
κατά την πρόσδεση της αλισκιρένης γεγονός που τονίζει τη σταθερότητα του 
συμπλόκου. Όπως προκύπτει από τις τιμές rmsd (Εικόνα 7.3β) 
παρουσιάζονται μικρότερες μεταβολές σε σχέση με το σύμπλοκο HIV-1 
πρωτεάση-καναγλιφλοζίνης. Το αποτέλεσμα αυτό επιβεβαιώνεται από την 
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ύπαρξη μιας σταθερής διαμόρφωσης της αλισκιρένης μέσα στην πρωτεΐνη 
(μέση τιμή rmsd για την αλισκιρένη 1,7 Å). Επίσης παρατηρείται ότι το μόριο 
της βρίσκεται πολύ κοντά στο ενεργό κέντρο της πρωτεάσης. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 7.4: Rmsd για: (α) τη νταρουναβίρη στη ρενίνη και (β) την αλισκιρένη 
στην HIV-1 πρωτεάση. 
 
 Η απόσταση ενεργού κέντρου-πτερυγίου στο σύμπλοκο αλισκιρένης-
HIV–1 πρωτεάσης είναι ≈ 14 Å στην αρχή της προσομοίωσης της ΜΔ. Στη 
συνέχεια για τα πρώτα 5 ns η απόσταση αυτή αυξάνεται σταδιακά για να 
ισορροπήσει τελικά στη μέση τιμή των 16,5 Å. Όμως, η συνολική διαμόρφωση 
του συμπλόκου παρέμεινε σταθερή καθ’ όλη τη διάρκεια της προσομοίωσης 
της ΜΔ, με τα πτερύγια του ενζύμου να καλύπτουν το φάρμακο. 
 Κινητικότητα της HIV–1 πρωτεάσης και της ρενίνης. Για την περαιτέρω 
ανάλυση των διάφορων συμπλόκων ελέχθησαν οι διακυμάνσεις των ατόμων 
Cα για κάθε αμινοξύ στις δύο πρωτεΐνες. Με αυτόν τον τρόπο γίνεται εφικτός 
ο έλεγχος των επιπτώσεων της πρόσδεσης της καναγλιφλοζίνης, της 
νταρουναβίρης και της αλισκιρένης. Τα αμινοξέα της ρενίνης εμφανίζουν 
παρόμοια συμπεριφορά και στα δύο σύμπλοκα (με νταρουναβίρη και 
καναγλιφλοζίνη). Οι διακυμάνσεις κυμαίνονται μεταξύ 0,5 Å και 1,5 Å (Εικόνα 
7.3γ) και στις δύο περιπτώσεις. Υπάρχουν βέβαια περιοχές που 
παρουσιάζουν διαφορές στην κινητικότητα. Για παράδειγμα, το αμινοξύ 
Glu227 εμφανίζει υψηλή κινητικότητα όταν προσδένεται η καναγλιφλοζίνη στη 
ρενίνη (Εικόνα 7.3γ, κόκκινο), ενώ η Ala49 εμφανίζει υψηλή κινητικότητα κατά 
την πρόσδεση της νταρουναβίρης (Εικόνα 7.3γ, μαύρο). Όμως, οι σημαντικές 
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περιοχές του ενζύμου (πτερύγιο και ενεργό κέντρο) εμφανίζονται αρκετά 
σταθερές και στα δύο σύμπλοκα. 
 Σε αντίθεση με τη ρενίνη, η πρόσδεση της καναγλιφλοζίνης στην HIV-1 
πρωτεάση επιφέρει μεγαλύτερες διακυμάνσεις. Συγκεκριμένα παρατηρείται ότι 
το πτερύγιο Α (Ile50) εμφανίζεται πιο κινητικό (Εικόνα 7.3δ, κόκκινο). Όμως, η 
πρωτεάση διατηρεί μια σχετικά σταθερή διαμόρφωση κατά την πρόσδεση και 
των δύο ενώσεων, παρόλο που στο σύμπλοκο HIV–1-καναγλιφλοζίνης 
εμφανίζει μεγαλύτερη κινητικότητα. Η σταθερότητα του ιικού ενζύμου και στις 
δύο περιπτώσεις παρατηρείται κυρίως στην περιοχή του ενεργού κέντρου. 
 Ανάλυση δεσμών υδρογόνου.  Σημαντικό σημείο της ανάλυσής, αποτελεί 
η αναγνώριση των δεσμών υδρογόνου που εμφανίζονται στα διαφορετικά 
σύμπλοκα. Οι σημαντικότεροι δεσμοί υδρογόνου παρουσιάζονται στην Εικόνα 
7.5 και στον Πίνακα 7.1. Η ανάλυση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των 
αναστολέων και των πρωτεϊνών σε συνδυασμό με την ανάλυση των 
διαμορφωτικών ιδιοτήτων, συμβάλλει στην ολοκληρωμένη κατανόηση του 
μηχανισμού πρόσδεσης στα δύο ένζυμα. 
 Χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι οι πληροφορίες για την πρόσδεση της 
αλισκιρένης στην HIV–1 πρωτεάση. Στον Πίνακα 7.1 παρατηρείται ότι η 
αλισκιρένη αλληλεπιδρά με τη Gly48, στα πτερύγια της πρωτεάσης καθώς και 
με αμινοξέα κοντά στο ενεργό κέντρο (όπως Asp29). Αυτοί οι ΔΥ είναι 
παρόμοιοι με τις αλληλεπιδράσεις που έχουν παρατηρηθεί μεταξύ της 
νταρουναβίρης και της HIV-1 πρωτεάσης, σε άλλες εργασίες.218 Επομένως, 
εύλογα συμπεραίνεται ότι η αλισκιρένη έχει παρόμοιο μηχανισμό πρόσδεσης 
με τη νταρουναβίρη.230 Στο σύμπλοκο HIV–1-αλισκιρένης παρατηρείται 
επίσης και η ύπαρξη ενός δεσμού μεταξύ του πτερυγίου Α (Ile50)– νερού– 
πτερυγίου Β (Gly51’) (Εικόνα 7.5γ). Η συγκεκριμένη αλληλεπίδραση του 
νερού με τα πτερύγια της πρωτεάσης έχει παρατηρηθεί και σε προηγούμενες 
μελέτες.217 Μάλιστα, επισημαίνεται ότι η αλληλεπίδραση αυτή σταθεροποιεί τα 
πτερύγια της πρωτεάσης και κατά συνέπεια συμβάλλει στην αποτελεσματική 
πρόσδεση στο ένζυμο. 
 Στο σύμπλοκο νταρουναβίρης– ρενίνης παρατηρείται η ύπαρξη 
αλληλεπιδράσεων με αμινοξέα στην περιοχή του πτερυγίου (Thr77) και στο 
ενεργό κέντρο (Asp215 και Gly217). Όπως και για το σύμπλοκο HIV-1 
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πρωτεάσης– αλισκιρένης, έτσι και σε αυτήν την περίπτωση εμφανίζονται 
ομοιότητες με την πρόσδεση της αλισκιρένης στη ρενίνη.72 Ο δεσμός 
υδρογόνου μεταξύ της νταρουναβίρης και του Asp215 εμφανίζεται στα πρώτα 
10 ns και στη συνέχεια αντικαθίσταται από το δεσμό υδρογόνου με τη Gly217. 
Η συγκεκριμένη εναλλαγή των ΔΥ είναι πιθανώς υπεύθυνη για τη 
διαμορφωτική αλλαγή στο ενεργό κέντρο της ρενίνης, που περιγράφηκε στην 
προηγούμενη ενότητα. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 7.5: Κύριοι ΔΥ μεταξύ (α) καναγλιφλοζίνης– ρενίνης (β) 
καναγλιφλοζίνης– HIV-1 πρωτεάσης (γ) αλισκιρένης– HIV–1 πρωτεάσης (στο 
ένθετο σχήμα παρουσιάζεται ο ΔΥ μεταξύ των πτερυγίων και ενός μορίου 
νερού) και (δ) νταρουναβίρης– ρενίνης. 
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Πίνακας 7.1: Δεσμοί υδρογόνουα στα διάφορα σύμπλοκα. 
 
Σύμπλοκα της HIV-1 πρωτεάσης 
Αμινοξέα Καναγλιφλοζίνη Αλισκιρένη 
Gly49 35,17  
Pro79’ 13,63  
Arg6’ 13,74 10,15 
Gly48  94,46/66,92/10,06
β 
Asp29  52,70/47,18/44,46/42,01/27,52
β 
Σύμπλοκα της ρενίνης 
Αμινοξέα Καναγλιφλοζίνη Νταρουναβίρη 
Thr77 85,33/47,15/27,05
β 
64,55 
Gly217 31,74 41,67 
Ser219 14,66  
Asp215  45,54/19,46/11,00
β 
  α
 Οι δεσμοί παρουσιάζονται ως % συχνότητα εμφάνισής τους κατά τη ΜΔ.  
  Δεσμοί με ποσοστό μικρότερο του 10% παρελήφθεισαν.  
  β 
 Πολλαπλοί δεσμοί μεταξύ διαφορετικών ατόμων των αμινοξέων και τον  
  αναστολέων. 
 
 
 Η καναλγιφλοζίνη εμφανίζει ένα σημαντικό δίκτυο δεσμών υδρογόνου 
και στις δύο πρωτεΐνες. Κατά την πρόσδεση της στη ρενίνη δημιουργείται ένας 
μόνιμος δεσμός με τη Thr77 ενώ δημιουργούνται και δύο λιγότερο συχνοί ΔΥ 
με τα αμινοξέα Gly217 και Ser219 στο ενεργό κέντρο (Πίνακας 7.1). Η ύπαρξη 
αυτών των ΔΥ συμβάλλει σημαντικά στη σταθεροποίηση της ένωσης στην 
κοιλότητα του ενζύμου και συνεπώς οδηγεί σε μια σταθερή δομή. Σημειώνεται 
πως η δομική σταθερότητα της Gly217 (βλ. προηγούμενη ενότητα) οφείλεται 
κυρίως στην αλληλεπίδραση που παρατηρείται με την καναγλιφλοζίνη. Σε 
αντίθεση με τη ρενίνη, στην HIV-1 πρωτεάση, η καναγλιφλοζίνη δεν 
αλληλεπιδρά με αμινοξέα στο ενεργό κέντρο. Εμφανίζει ΔΥ με τα πτερύγια 
(Gly49) καθώς και με τα αμινοξέα Pro79’ και Arg6’ (Πίνακας 7.1). 
 Η ανάλυση των ΔΥ στα σύμπλοκα της ρενίνης έδειξε την άμεση 
συμμετοχή αμινοξέων του ενεργού κέντρου (Asp215 και Gly217) και του 
προσδέτη. Αντίθετα στα σύμπλοκα της HIV-1 πρωτεάσης τα αμινοξέα που 
εμπλέκονται σε δεσμούς υδρογόνου δεν ανήκουν στο ενεργό κέντρο. Η 
παρατήρηση αυτή επιβεβαιώνει προηγούμενες εργασίες που δείχνουν ότι 
αρκετοί αναστολείς του ενζύμου αλληλεπιδρούν με αμινοξέα κοντά στο ενεργό 
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κέντρο ή με αμινοξέα στα πτερύγια της πρωτεάσης και όχι με αμινοξέα της 
καταλυτικής τριάδας.231 
 Έχει αναφερθεί ότι η νταρουναβίρη παρουσιάζει σημαντικές 
αλληλεπιδράσεις με τη ρενίνη υποδεικνύοντας πιθανή ανασταλτική δράση. 
Αυτό οδηγεί στην υπόθεση πως και άλλα φάρμακα της HIV-1 πρωτεάσης 
μπορεί να έχουν παρόμοια δράση στη ρενίνη. Οι πρώτης γενιάς αναστολείς 
της HIV-1 πρωτεάσης (σακουιναβίρη, ριτοναβίρη, ιντιναβίρη και νελφιναβίρη) 
είναι πεπτιδικά ανάλογα με ογκώδεις υδροφοβικές ομάδες.231 Η δράση των 
συγκεκριμένων αναστολέων επιτυγχάνεται μέσω αλληλεπιδράσεων όπως οι 
ΔΥ μεταξύ του φαρμάκου και της πρωτεάσης, καθώς και μέσω 
αλληλεπιδράσεων υδροφοβικής φύσης.9 Επιπλέον, οι αναστολείς της ιικής 
πρωτεάσης έχουν μία υδροξυλική ομάδα η οποία αλληλεπιδρά με το ενεργό 
κέντρο της πρωτεΐνης. Αυτός ο ΔΥ παρουσιάζεται επίσης και στο σύμπλοκο 
της ρενίνης με τη νταρουναβίρη (Εικόνα 7.5δ). Οι δεύτερης γενιάς αναστολείς 
της HIV-1 πρωτεάσης (λοπιναβίρη, αταζαναβίρη, (φος)αμπρεναβίρη, 
τιπραναβίρη) μπορεί να παρουσιάζουν μεγαλύτερη δράση κατά της ρενίνης 
σε σχέση με τους αναστολείς 1ης γενιάς. Αυτή η υπόθεση στηρίζεται στη 
δομική συγγένεια που παρουσιάζουν με τη νταρουναβίρη, η οποία εμφανίζει 
ικανοποιητική πρόσδεση στη ρενίνη. Οι συγκεκριμένοι αναστολείς 
σχεδιάστηκαν έτσι ώστε να ελαχιστοποιηθεί ο πεπτιδικός τους χαρακτήρας, 
μέσω της αντικατάστασης μιας καρβονυλικής ομάδας με μια σουλφαμιδική 
(πχ αμπρεναβίρη, τιπραναβίρη). Ο σκοπός αυτής της αντικατάστασης ήταν η 
αντιμετώπιση συγκεκριμένων παρενεργειών των φαρμάκων της 
προηγούμενης γενιάς. Επίσης, προστέθηκαν δυο νέες ομάδες, το 
τετραυδροφουράνιο και το δις– τετραυδροφουράνιο, στην αμπρεναβίρη και τη 
νταρουναβίρη, αντίστοιχα, με σκοπό την ενίσχυση των δεσμών υδρογόνου με 
το ένζυμο. Για παράδειγμα η αμπρεναβίρη μπορεί να δημιουργήσει 
αλληλεπιδράσεις με τη ρενίνη ανάλογες της νταρουναβίρη, λόγω της αμινο-
φαινολικής ομάδας που δημιουργεί δύο δεσμούς υδρογόνου με το αμινοξύ 
Asp215 (Εικόνα 7.5δ).  
 MM-PBSA ανάλυση. Για τον υπολογισμό της ελεύθερης ενέργειας 
πρόσδεσης χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος MM-PBSA. Η ενεργειακή ισορροπία 
των συμπλόκων επιτυγχάνεται μετά από περίπου 8 ns. Συνεπώς, για τους 
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υπολογισμούς των διαφόρων ενεργειών χρησιμοποιήθηκαν μόνο τα τελευταία 
10 ns της ΜΔ. Η περίληψη των αποτελεσμάτων παρουσιάζεται στον Πίνακα 
7.2. Η νταρουναβίρη παρουσιάζει μικρότερη ελεύθερη ενέργεια κατά την 
πρόσδεση στη ρενίνη (ΔGMM-PBSA = –8,8 kcal mol
−1) σε σχέση με την 
αλισκιρένη όταν αυτή προσδένεται στην HIV-1 πρωτεάση (ΔGMM-PBSA = −9,4 
kcal mol−1). Η διαφορά ίσως οφείλεται στις διαμορφωτικές αλλαγές που 
παρατηρούνται στα δύο συστήματα. Όπως αναφέρθηκε και στις 
προηγούμενες ενότητες, η πρόσδεση της αλισκιρένης στην HIV-1 πρωτεάση 
επιφέρει μικρότερες διαμορφωτικές αλλαγές σε σχέση με αυτές που 
παρατηρούνται στο σύμπλοκο νταρουναβίρης– ρενίνης. Η τάση αυτή 
υποστηρίζεται και από τα αποτελέσματα της ανάλυσης των δεσμών 
υδρογόνου. Η αλισκιρένη δημιουργεί μεγαλύτερο αριθμό δεσμών υδρογόνου 
κατά την πρόσδεση στην HIV-1 πρωτεάση σε σχέση με τη νταρουναβίρη στη 
ρενίνη (Πίνακας 7.1). 
 
Πίνακας 7.2: Συνεισφορές στην ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης (ΔG: 
kcal mol-1) για τα σύμπλοκα των πρωτεασών όπως υπολογίστηκαν με 
τη μέθοδο MM–PBSAα. 
Ανάλυση 
HIV-1 πρωτεάση Ρενίνη 
Αλισκιρένη Καναγλιφλοζίνη Νταρουναβίρη Καναγλιφλοζίνη 
ΔEelec -32,16± 0,09
β 
-30,57± 0,08 -29,23± 0,10 -31,76± 0,08 
ΔEvdW -55,75± 0,08 -37,13± 0,08 -34,47± 0,08 -45,63± 0,07 
ΔEMM -87,91± 0,08 -67,70± 0,06 -63,70± 0,07 -77,93± 0,07 
ΔGNP -8,59± 0,07 -6,35± 0,09 -3,62± 0,06 -1,07± 0,09 
ΔGPB 58,95± 0,09 40,08± 0,11 37,53± 0,11 51,54± 0,09 
ΔGsol 50,36± 0,09 33,73± 0,09 35,15± 0,08 50,47± 0,09 
ΔH -37,55± 0,09 -33,97± 0,09 -28,55± 0,09 -27,46± 0,09 
-TΔS 28,11± 0,29 24,50± 0,24 19,72± 0,27 18,34± 0,29 
ΔGΜΜ-PBSA
 
-9,44± 0,30 -9,47± 0,39 -8,83± 0,30 -9,12± 0,33 
ΔGπρόσδεσης
γ 
-10,12 -10,91 -11,01 -10,34 
Κi 76,5
δ 
628
δ 
261
ε 
159
ε 
ΔGexp
στ 
-9,55 -8,32   
α 
Παρουσιάζονται επίσης και οι πειραματικές τιμές Ki καθώς και τα αποτελέσματα 
 μοριακής πρόσδεσης.  
β
 Οι τιμές του τυπικού σφάλματος (SE) υπολογίζονται ως: SE= Τυπική απόκλιση/N
1/2
,  
όπου Ν είναι ο αριθμός των στιγμιότυπων που χρησιμοποιήθηκαν για τον υπολογισμό  
MM-PBSA (Ν=100 για την εντροπία, και Ν=1250 για όλους τους υπόλοιπους υπολογισμούς).  
γ
 Η τιμή ΔGπρόσδεσης υπολογίστηκε με το λογισμικό DOCK6. 
δ
 Πειραματικές τιμές Ki σε nM. 
ε
 Θεωρητικές τιμές Ki σε nM στους 293,15 Κ.  
στ
 ΔGexp υπολογισμένα μέσω της εξίσωσης ΔGexp = RTlnKi στους 293,15 Κ από τις 
 αντίστοιχες πειραματικές τιμές Ki. 
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 Όσον αφορά στην καναγλιφλοζίνη, οι υπολογισμοί έδειξαν ότι έχει υψηλή 
ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης και στις δύο πρωτεΐνες (ΔGMM-PBSA = −9,5 kcal 
mol−1 και ΔGMM-PBSA = −9,1 kcal mol
−1 για την HIV-1 πρωτεάση και τη ρενίνη, 
αντίστοιχα). Σύμφωνα με την ανάλυση των δομικών χαρακτηριστικών των 
συμπλόκων, καναγλιφλοζίνης– HIV–1 πρωτεάσης και καναγλιφλοζίνης– 
ρενίνης, παρατηρήθηκε ότι η καναγλιφλοζίνη εμφανίζει μεγαλύτερη 
σταθερότητα στη ρενίνη. Παρόλα αυτά, τα αποτελέσματα της ενεργειακής 
ανάλυσης παρουσιάζουν τη συγκεκριμένη ένωση ως πιθανό αναστολέα και 
των δύο ενζύμων. Η ανάλυση των διαφορετικών συνεισφορών στην ελεύθερη 
ενέργεια πρόσδεσης καταδεικνύει την ευνοϊκή επίδραση των van der Waals 
και των ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων σε όλα τα σύμπλοκα που 
μελετήθηκαν. Επίσης σημαντική συνεισφορά στην ελεύθερη ενέργεια 
πρόσδεσης έχει και η μη-πολική (non-polar) επίδραση στην ενέργεια 
επιδιαλυτότητας. 
 Το επόμενο βήμα είναι η ανάλυση της ενεργειακής συνεισφοράς 
μεμονωμένων αμινοξέων με σκοπό να εξεταστούν οι βασικές επιδράσεις στην 
ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης. Η πλειονότητα των αμινοξέων, που 
εξετάστηκαν, βρίσκονται είτε στην κοιλότητα πρόσδεσης ή στην περιοχή των 
πτερυγίων και για τις δύο πρωτεάσες (Εικόνα 7.5). Τα αμινοξέα στο ενεργό 
κέντρο της HIV-1 πρωτεάσης και της ρενίνης παρουσιάζουν σημαντικές 
συνεισφορές στην ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης και στα δύο σύμπλοκα της 
καναγλιφλοζίνης. Επίσης, το αμινοξύ Ile50 εμφανίζει μεγάλη συνεισφορά στην 
ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης παρόλο που η περιοχή των πτερυγίων της 
HIV-1 πρωτεάσης παρουσιάζει μεγάλη κινητικότητα στο σύμπλοκο με την 
καναγλιφλοζίνη. Τα σύμπλοκα νταρουναβίρης– ρενίνης και αλισκιρένης-HIV-1 
πρωτεάσης έχουν παρόμοια συμπεριφορά όσον αφορά την ενέργεια 
πρόσδεσης. Και σε αυτές τις περιπτώσεις τα αμινοξέα στο ενεργό κέντρο 
εμφανίζουν μεγάλη συνεισφορά στην ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης. 
Επιπλέον, ελέγχθηκε η συνεισφορά στην ελεύθερη ενέργεια που απορρέει 
από την αλληλεπίδραση μεταξύ του προσδέτη και του ενζύμου (Πίνακας 7.3). 
Η ανάλυση επιβεβαίωσε ότι οι αλληλεπιδράσεις van der Waals και οι 
ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις έχουν τη μεγαλύτερη συνεισφορά στην 
ενέργεια πρόσδεσης και στα τέσσερα σύμπλοκα (Εικόνα 7.6). Συγκεκριμένα, 
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τα αμινοξέα στο ενεργό κέντρο της ρενίνης, Asp215 και Gly217, 
παρουσιάζουν αυξημένες ηλεκτροστατικές και van der Waals 
αλληλεπιδράσεις και στο δύο σύμπλοκα με νταρουναβίρη και καναγλιφλοζίνη. 
Επίσης, στην HIV-1 πρωτεάση τα αμινοξέα Gly49 (στα πτερύγια) και Asp29 
αλληλεπιδρούν μέσω δεσμών van der Waals με την καναγλιφλοζίνη και την 
αλισκιρένη, αντίστοιχα. Μια ενδιαφέρουσα παρατήρηση είναι ότι στο 
σύμπλοκο καναγλιφλοζίνης– ρενίνης το αμινοξύ Asp215 έχει μεγάλη 
συνεισφορά μέσω van der Waals και ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων, αν 
και δε συμμετέχει σε δεσμούς υδρογόνου. Παρόμοια συμπεριφορά 
εμφανίζουν τα αμινοξέα Asp25 και Asp25’ στο σύμπλοκο της αλισκιρένης με 
την HIV-1 πρωτεάση. 
 
Πίνακας 7.3: Συνεισφορά στην ελεύθερη ενέργεια (σε kcal mol-1) που 
απορρέει από την αλληλεπίδραση μεταξύ του προσδέτη και του 
ενζύμου. 
 
Σύμπλοκο Καναγλιφλοζίνης– Ρενίνης 
Ζεύγη 
αλληλεπιδράσεων 
van der Waals Ηλεκτροστατικές Πολικές 
Προσδέτης- Thr77 -0,001 0,087 -0,092 
Προσδέτης- Asp215 -0,706 -3,593 2,693 
Προσδέτης- Thr216 -0,053 0,018 -0,005 
Προσδέτης- Gly217 -0,376 0,557 0,411 
Προσδέτης- Asp3 -0,137 -0,010 0,054 
 
Σύμπλοκο Νταρουναβίρης– Ρενίνης 
Ζεύγη 
αλληλεπιδράσεων 
van der Waals Ηλεκτροστατικές Πολικές 
Προσδέτης- Thr77 -0,001 -0,394 0,392 
Προσδέτης- Asp32 -0,012 0 0,006 
Προσδέτης- Asp215 -0,391 4,509 2,979 
Προσδέτης- Thr216 -0,071 0,035 -0,012 
Προσδέτης- Gly217 0,944 -0,502 -0,395 
 
Σύμπλοκο Καναγλιφλοζίνης– HIV–1 πρωτεάσης 
Ζεύγη 
αλληλεπιδράσεων 
van der Waals Ηλεκτροστατικές Πολικές 
Προσδέτης- Gly49 -0,320 0,005 0,104 
Προσδέτης- Pro79 -0,029 -0,078 0,073 
Προσδέτης- Arg6’ -0,003 0,044 -0,042 
Προσδέτης- Asp25 -0,022 0,463 -0,415 
Προσδέτης- Thr26 -0,009 0,002 -0,003 
Προσδέτης- Gly27 -0,040 0,061 -0,059 
Προσδέτης- Asp25’ -0,017 0,585 -0,543 
Προσδέτης- Thr26’ -0,004 -0,004 -0,004 
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Προσδέτης- Gly27’ -0,005 -0,035 0,031 
 
Σύμπλοκο Αλισκιρένης– HIV–1 πρωτεάσης 
Ζεύγ 
αλληλεπιδράσεων 
van der Waals Ηλεκτροστατικές Πολικές 
Προσδέτης- Gly48 -0,021 0,100 0,002 
Προσδέτης- Asp29 -0,176 0,869 -0,835 
Προσδέτης- Arg6’ -0,005 0,030 0,028 
Προσδέτης- Asp25 -0,033 -0,215 0,186 
Προσδέτης- Thr26 -0,015 0,025 -0,022 
Προσδέτης- Gly27 -0,079 0,096 -0,110 
Προσδέτης- Asp25’ -0,017 -0,534 0,468 
Προσδέτης- Thr26’ -0,006 -0,014 -0,012 
Προσδέτης- Gly27’ -0,004 -0,041 -0,033 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 7.6: Σημαντικές ηλεκτροστατικές και van der Waals αλληλεπιδράσεις 
μεταξύ προσδέτη (κόκκινο) και επιλεγμένων αμινοξέων (μπλε). 
 
 Οι πειραματικές μετρήσεις για την αναστολή της HIV-1 πρωτεάσης από 
την αλισκιρένη και την καναγλιφλοζίνη έδειξαν παρόμοια αποτελέσματα με τη 
θεωρητική ανάλυσή μας. Η αλισκιρένη παρουσιάζει ικανοποιητική 
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ανασταλτική δράση κατά της ιικής πρωτεάσης με τιμές Κi = 76,5 ± 5 nM και 
ΔGπειρ. = −9,6 kcal mol
−1 στους 293 K. Η διαφορά μεταξύ της πειραματικής και 
της θεωρητικής τιμής είναι 1,2 %. Αντίστοιχα, η καναγλιφλοζίνη εμφανίζει τιμές 
Κi = 628 ± 16 nM και ΔGπειρ. = −8,3 kcal mol
−1, περίπου 1 kcal mol−1 
υψηλότερη τιμή σε σχέση με τη θεωρητική μας τιμή. Μία πιθανή εξήγηση για 
αυτή τη διαφορά είναι οι διαφορετικές δομές των δύο ουσιών, καθώς η 
καναγλιφλοζίνη μπορεί να αποτρέπει τη δημιουργία πολλών δεσμών 
υδρογόνου σε σχέση με την αλισκιρένη. Η θεωρητική ελεύθερη ενέργεια 
πρόσδεσης για το σύμπλοκο νταρουναβίρης-HIV-1 πρωτεάσης υπολογίστηκε 
στα -11,46 kcal mol−1 (Κi = 2,86 nM), τιμή που συμφωνεί με τα αντίστοιχα 
πειραματικά δεδομένα (Κi = 0,5 nM και ΔG = −12,48 kcal mol
−1). 
 Για να επιβεβαιωθούν τα αποτελέσματα όσον αφορά την αναστολή των 
ασπαρτικών πρωτεασών από τη νταρουναβίρη και την αλισκιρένη, 
εκτελέστηκαν υπολογισμοί μοριακής πρόσδεσης και σε πέντε ακόμα 
πρωτεάσες –πεπσίνη, β-σεκρετάση 1 (BACE-1), πρωτεάση του ιού λευκαιμίας 
Τ-λεμφοκυττάρων (human T-cell leukemia virus protease, HTLV-1), 
πλασμεπσίνη 2 και μεμαπσίνη 2-.231 Οι υπολογισμοί κατέδειξαν ότι οι δύο 
αυτές ουσίες μπορούν να προκαλέσουν αναστολή και σε άλλες ασπαρτικές 
πρωτεάσες (Πίνακας 7.4). Συγκεκριμένα παρατηρήθηκε ότι για τις BACE-1, 
πλασμεπσίνη 2 και μεμαπσίνη 2 η αναστολή είναι παρόμοια με αυτή που 
εμφανίζεται στην HIV-1 πρωτεάση και τη ρενίνη. Όμως στις πρωτεΐνες που 
μοιάζουν δομικά με τη ρενίνη, όπως την πεπσίνη και τη BACE-1, η αλισκιρένη 
έχει μεγαλύτερη επίδραση σε σχέση με τη νταρουναβίρη. Το αντίθετο 
συμβαίνει στα ένζυμα που μοιάζουν δομικά με την HIV-1 πρωτεάση όπως 
είναι η HTLV-1 πρωτεάση. 
 Οι περισσότερες ασπαρτικές πρωτεάσες, όπως η HIV-1 πρωτεάση και η  
μεμαπσίνη 2, παρουσιάζουν μικρή επιλεκτικότητα στα υποστρώματά τους. 
Αντιθέτως μερικά από τα ένζυμα (π.χ. πεπσίνη και ρενίνη) τα οποία 
εμπλέκονται στη ρύθμιση διαφόρων φυσιολογικών λειτουργιών ενός 
οργανισμού, εμφανίζουν μεγάλη επιλεκτικότητα όσον αφορά τα 
υποστρώματα. Αυτή η διαφοροποίηση δημιουργεί εμπόδια στο σχεδιασμό 
ισχυρότερων αναστολέων. Η παρούσα εργασία επιβεβαιώνει αυτήν την 
παρατήρηση καθώς η πεπσίνη εμφανίζει μεγάλη επιλεκτικότητα στην 
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αλισκιρένη. Αντίθετα, παρατηρήθηκε πως για όλα τα υπόλοιπα ένζυμα 
εμφανίζεται μικρή επιλεκτικότητα όσον αφορά τα δύο φάρμακα. Έχει 
διατυπωθεί η άποψη ότι η κοιλότητα πρόσδεσης στις ασπαρτικές πρωτεάσες 
διαμορφώνει την επιλεκτικότητα. Συνεπώς, η οποιαδήποτε διαμορφωτική 
αλλαγή στις κοιλότητες των ενζύμων που παρατηρείται κατά την πρόσδεση 
διαφορετικών ουσιών ορίζει το εύρος της συγκεκριμένης ιδιότητας.231 Είναι 
σημαντικό λοιπόν, κατά το σχεδιασμό νέων αναστολέων, να δοθεί έμφαση 
στα διαμορφωτικά χαρακτηριστικά των πρωτεϊνών που δεν παρουσιάζουν 
κάποια σημαντική αλλαγή κατά την πρόσδεση. Είναι επίσης σημαντικό να 
αξιοποιηθούν οι πληροφορίες σχετικά με το μέγεθος, το φορτίο, την 
υδροφοβικότητα αλλά και τη δυνατότητα δημιουργίας δεσμών υδρογόνου 
μέσα στις κοιλότητες πρόσδεσης κατά το σχεδιασμό νέων φαρμάκων. 
 
Πίνακας 7.4: Θεωρητικές τιμές για την ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης 
όπως υπολογίστηκαν με το πρόγραμμα DOCK για την αλισκιρένη και τη 
νταρουναβίρη σε διάφορα μέλη των ασπαρτικών πρωτεασών.  
 
ΔG (kcal mol−1) 
 Αλισκιρένη Νταρουναβίρη 
HTLV-1 πρωτεάση -5,65 -6,31 
Πεπσίνη -7,37 -4,68 
BACE-1 -8,43 -8,72 
Πλασμεπσίνη -9,10 -9,06 
Μεμαπσίνη-2 -8,89 -8,95 
HIV-1 πρωτεάση -13,79 -10,12 
Ρενίνη -13,72 -11,02 
 
 
7.3 Συμπεράσματα 
 Αναφέρθηκε ότι η καναγλιφλοζίνη είναι ένα πειραματικό φάρμακο κατά 
του διαβήτη τύπου 2227 και αποτελεί αναστολέα του καναλιού Na+/γλυκόζης 2 
(sodium/glucose co-transporter 2- SGLT-2).229 Για την πρωτεΐνη αυτή δεν έχει 
αναφερθεί μέχρι σήμερα κάποια κρυσταλλική δομή στον άνθρωπο. Έτσι 
χρησιμοποιήθηκε η δομή της vSGLT, η οποία είναι ομόλογη της αντίστοιχης 
ανθρώπινης. Η κοιλότητα πρόσδεσης της vSGLT ορίζεται από τα αμινοξέα 
Trp264, Lys294, Tyr87, Glu88, Ser91, Tyr69, Glu87 και Asn260, και δεν 
παρουσιάζει καμιά ομοιότητα με το ενεργό κέντρο είτε της HIV-1 πρωτεάσης, 
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είτε της ρενίνης. Όμως, οι υπολογισμοί μοριακής πρόσδεσης στην vSGLT με 
την αλισκιρένη και τη νταρουναβίρη έδειξαν ότι τα δύο φάρμακα εμφανίζουν 
ανασταλτική δράση (ΔGπρόσδεσης = −6,4 και –6,2 kcal mol
-1, αντίστοιχα). Τα 
αποτελέσματα της συγκεκριμένης εργασίας αποτυπώνουν τη συσχέτιση τριών 
διαφορετικών πρωτεϊνών (HIV-1 πρωτεάση, ρενίνη και SGLT-2) σε μοριακό 
επίπεδο. 
 Εμπορικά φάρμακα κατά της υπέρτασης (αλισκιρένη) και κατά του AIDS 
(νταρουναβίρη) παρουσιάζουν ανασταλτική δράση στην HIV-1 πρωτεάση και 
τη ρενίνη αντίστοιχα. Η πρόσδεση της αλισκιρένης (ΔGMM-PBSA = −9,4 kcal 
mol−1 και ΔGπειρ. = −9,5 kcal mol
−1), οφείλεται κυρίως σε αλληλεπιδράσεις van 
der Waals (ΔGvdW. = −55,8 kcal mol
−1) και σε μη πολικές αλληλεπιδράσεις 
(ΔGΝΡ. = −8,6 kcal mol
−1). Παρατηρήθηκε πως η αλισκιρένη δημιουργεί 
δεσμούς υδρογόνου με αμινοξέα στα πτερύγια (Gly48) και με αμινοξέα κοντά 
στο ενεργό κέντρο (Asp29) της HIV-1 πρωτεάσης. Το αποτέλεσμα είναι η 
σταθερότερη πρόσδεση της αλισκιρένης στο ιικό ένζυμο. Αντίστοιχα, η 
νταρουναβίρη εμφανίζει παρόμοια συμπεριφορά κατά την πρόσδεσή της στη 
ρενίνη (ΔGMM-PBSA = −8,8 kcal mol
−1). Οι ΔΥ, όπως και στο σύμπλοκο 
αλισκιρένης-HIV-1 πρωτεάσης, εμφανίζονται μεταξύ του φαρμάκου και 
αμινοξέων στο πτερύγιο (Thr77) της ρενίνης και αμινοξέων στο ενεργό κέντρο 
της (Asp215, Gly217). Όμως, η πρόσδεση της νταρουναβίρης στη ρενίνη 
οφείλεται κυρίως σε αλληλεπιδράσεις van der Waals (ΔGvdW. = −34,5 kcal 
mol−1)  και ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις (ΔGηλεκ. = −22,2 kcal mol
−1). Η 
διπλή δράση της αλισκιρένης και της νταρουναβίρης καταδεικνύει κοινά 
λειτουργικά στοιχεία στα δύο ένζυμα, συμβάλλοντας στην καλύτερη 
κατανόηση της σχέσης των δύο ασθενειών όπως έχει ήδη αποτυπωθεί σε 
κλινικό επίπεδο.210,232-234 
 Εκτός από την αναστολή της vSGLT από την αλισκιρένη και τη 
νταρουναβίρη, παρατηρήθηκε η ικανοποιητική αναστολή των ασπαρτικών 
πρωτεασών (HIV-1 πρωτεάση και ρενίνη) από το αντιδιαβητικό φάρμακο 
καναγλιφλοζίνη. Μάλιστα η ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης της 
καναγλιφλοζίνης είναι παραπλήσια και στις δύο πρωτεάσες (ΔGMM-PBSA = −9,5 
kcal mol−1 και ΔGMM-PBSA = −9,1 kcal mol
−1 για HIV-1 πρωτεάση και ρενίνη, 
αντίστοιχα). Η συσχέτιση του AIDS και του διαβήτη έχει παρατηρηθεί σε 
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κλινικές μελέτες.233,235 Συνεπώς, η χρήση της δομής της καναγλιφλοζίνης στο 
σχεδιασμό νέων φαρμάκων μπορεί να συμβάλλει στην καταπολέμηση των 
ανεπιθύμητων ενεργειών που εμφανίζονται σε ασθενείς με AIDS 
συμβάλλοντας στη βελτίωση της ποιότητας ζωής τους. Τέλος, η αναστολή της 
ρενίνης από τη καναγλιφλοζίνη καταδεικνύει την πιθανή σχέση μεταξύ 
υπέρτασης και διαβήτη. Επομένως, γίνεται εφικτή η αποτελεσματικότερη 
αντιμετώπιση διαφορετικών συμπτωμάτων μιας ασθένειας με τη χρήση ενός 
φαρμάκου αποφεύγοντας τη λήψη πολλαπλών σκευασμάτων και μειώνοντας 
των κίνδυνο εμφάνισης πολλαπλών παρενεργειών. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 8 
Γενικά Συμπεράσματα 
 
 Ο σχεδιασμός καινοτόμων φαρμάκων, έχει γνωρίσει τα τελευταία χρόνια 
μια άνθηση με την ανακάλυψη και ανάπτυξη νέων θεωρητικών και 
πειραματικών τεχνικών. Στην παρούσα μελέτη, γίνεται χρήση συγκεκριμένων 
υπολογιστικών μεθόδων με σκοπό την κατανόηση της λειτουργίας των 
ασπαρτικών πρωτεασών –HIV-1 πρωτεάσης και ρενίνης– και του μηχανισμού 
αναστολής τους. Απώτερος στόχος είναι η σχεδίαση καινοτόμων αναστολέων 
των δύο ενζύμων για την αντιμετώπιση της ασθένειας AIDS και του 
παράγοντα επικινδυνότητας της υπέρτασης. 
 Μια ομάδα ουσιών που έχει συνδεθεί με την αναστολή της HIV-1 
πρωτεάσης είναι τα φουλερένια (Κεφάλαιο 4). Η χρήση των τρισδιάστατων 
σχέσεων δομής δράσης (3D-QSAR), συμβάλλει στη βαθύτερη κατανόηση του 
ρόλου των διαφορετικών λειτουργικών ομάδων μιας ένωσης στον τρόπο 
αλληλεπίδρασης με το μόριο στόχο (πρωτεΐνη). Χρησιμοποιώντας μια βάση 
51 φουλερενικών παραγώγων, δημιουργήθηκαν τα μοντέλα CoMFA και 
CoMSIA. Η ανάλυση των δεδομένων κατέδειξε τη σημασία των υδροφοβικών 
αλληλεπιδράσεων στην πρόσδεση των μορίων στο ενεργό κέντρο της 
πρωτεάσης. Με βάση τα αποτελέσματα, σχεδιάσθηκε μια σειρά φουλερενικών 
παραγώγων, τα οποία εμφανίζουν μεγαλύτερη δραστικότητα (Πίνακας  8.1). 
 Μία δεύτερη στρατηγική, για τη βελτίωση της ανασταλτικής ικανότητας 
των φουλερενίων, ήταν η χρήση τμημάτων του φαρμάκου σακουιναβίρη στο 
σχεδιασμό νέων πλευρικών αλυσίδων για το φουλερένιο. Οι ενώσεις με την 
ισχυρότερη ενέργεια πρόσδεσης στο ενεργό κέντρο της πρωτεάσης 
παρουσιάζονται στον Πίνακα 8.2. Για την κατανόηση των διαφορετικών 
αλληλεπιδράσεων μεταξύ του αναστολέα και της HIV-1 πρωτεάσης, 
χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της ΜΔ. Τα αποτελέσματα των θεωρητικών 
υπολογισμών κατέδειξαν τη σημασία των δεσμών υδρογόνου με αμινοξέα τα 
οποία χωρικά ήταν πλησίον του ενεργού κέντρου (Asp29/29’, Asp30/30’) ή 
στα πτερύγια (Gly48/48’) της πρωτεάσης. 
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Πίνακας 8.1: Υπολογισμένες ενέργειες πρόσδεσης των παραγώγων με 
βάση την ένωση 18 (CoMSIA). 
 
 
 
 
 
Ένωση Υποκαταστάτες 
Υπολογισμένη 
ενέργεια πρόσδεσης 
(kcal mol
-1
) 
18 R1= R2= R3= R4=R5= –H –10.82 
75 
 
R1=        
 
–14.02 
77 
  R3=                                          
–13.45 
79 R2= –COOH     –14.08 
 
 Τα αποτελέσματα της ΜΔ επιβεβαιώνονται περαιτέρω από την 
ενεργειακή ανάλυση, μέσω της μεθόδου MM-PBSA. Παρατηρήθηκε ότι οι 
σημαντικότερες συνεισφορές στην ενέργεια πρόσδεσης οφείλονται στις van 
der Waals και μη πολικές αλληλεπιδράσεις (ΔEvdW και ΔGNP). 
 
 
Πίνακας 8.2: Προτεινόμενες δομές και υπολογισμένες ενέργειες 
πρόσδεσης. 
Αρ. Ένωση Υπολογισμένη ενέργεια 
πρόσδεσης (kcal mol
-1
) 
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–16.03 
 
 Η χρήση των λειτουργικών ομάδων της σακουιναβίρης στο σχεδιασμό 
φουλερενικών παραγώγων (Κεφάλαιο 4), μπορεί να συμβάλλει στην ευρύτερη 
κατανόηση του μηχανισμού αναστολής της πρωτεάσης. Η κατανόηση της 
μοριακής βάσης του μηχανισμού δράσης θα βοηθήσει στην αντιμετώπιση της 
ασθένειας ΑΙDS γιατί ένα από τα σημαντικότερα της προβλήματα αποτελεί η 
εμφάνιση ανθεκτικών στελεχών του ιού στα εμπορικά φάρμακα.  
 Η ανάλυση των αλληλεπιδράσεων της σακουιναβίρης σε ανθεκτικά 
στελέχη του ιού (Κεφάλαιο 5), μέσω της ΜΔ και η ανάλυση της ελεύθερης 
ενέργειας πρόσδεσης, κατέδειξαν τη σημαντική αρνητική επίδραση 
μεταλλάξεων όπως οι: G48V, L63P και I84V. Οι διαμορφωτικές αλλαγές του 
φαρμάκου στο ενεργό κέντρο δεν επηρεάζουν σημαντικά την πρόσδεσή του. 
Αντίθετα, σημαντικός είναι ο ρόλος συγκεκριμένων περιοχών του ενζύμου, 
όπως τα πτερύγια. Η παρατήρηση αυτή γίνεται κατανοητή από τη μείωση της 
ανασταλτικής δράση του φαρμάκου σε μεταλλαγμένα στελέχη (G48V, L63P, 
L10I, G73S), όπου παρατηρείται αύξηση της κινητικότητας των πτερυγίων. 
Επίσης, οι αλληλεπιδράσεις της σακουιναβίρης με τα αμινοξέα στην περιοχή 
του ενεργού κέντρου (Asp25/25’/29/29’/30/30’) και των πτερυγίων της 
πρωτεάσης, επιτελούν σημαντικό ρόλο στην αναστολή του ενζύμου. 
 Μια εξίσου σημαντική ασπαρτική πρωτεάση είναι η ρενίνη, που έχει 
συνδεθεί με την υπέρταση γιατί στο σύστημα RAS βοηθά στην παραγωγή της 
αγγειοσυσταλτικής ορμόνης Αγγειοτασίνης ΙΙ. Στην παρούσα εργασία 
(Κεφάλαιο 6), με τη χρήση των ίδιων τεχνικών όπως και στην HIV-1 
πρωτεάση, γίνεται ανάλυση των αλληλεπιδράσεων του συμπλόκου 
αλισκιρένης-ρενίνης. Οι θεωρητικοί υπολογισμοί κατέδειξαν την ύπαρξη ενός 
εκτεταμένου δικτύου δεσμών υδρογόνου. Όπως και στην ιική πρωτεάση, τα 
αμινοξέα στο ενεργό κέντρο (Asp32/215, Gly34) και στο πτερύγιο της ρενίνης 
(Arg74, Ser76) συμβάλλουν σημαντικά στην πρόσδεση του αναστολέα στην 
κοιλότητα και κατ’ επέκταση στην ισχυρή αναστολή του ενζύμου. Οι 
 
161 
 
σημαντικότερες συνεισφορές στην ενέργεια πρόσδεσης της αλισκιρένης 
προέρχονται από τις αλληλεπιδράσεις van der Waals και τις μη πολικές 
αλληλεπιδράσεις. 
 Τα κοινά δομικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά, της HIV-1 πρωτεάσης 
και της ρενίνης, αναδεικνύουν την δυνατότητα σχεδιασμού αναστολέων με 
διπλή δράση. Στο Κεφάλαιο 7 επιτελείται μια συγκριτική μελέτη των δύο 
ασπαρτικών πρωτεάσων. Συγκεκριμένα, με τη χρήση της ΜΔ, αναλύονται οι 
διαμορφωτικές αλλαγές και οι αλληλεπιδράσεις στα σύμπλοκα ρενίνης-
νταρουναβίρης και HIV-1 πρωτεάσης-αλισκιρένης. Παρατηρήθηκε λοιπόν, ότι 
και με την αλισκιρένη δημιουργούνται δεσμοί υδρογόνου με αμινοξέα στα 
πτερύγια (Gly48) και με αμινοξέα κοντά στο ενεργό κέντρο (Asp29) της HIV-1 
πρωτεάσης. Η αντιική δράση της αλισκιρένης φαίνεται και από τον 
υπολογισμό της ενέργειας πρόσδεσης μέσω θεωρητικών και πειραματικών 
τεχνικών (ΔGMM-PBSA = −9,4 kcal mol
−1 και ΔGπειρ. = −9,5 kcal mol
−1).  Επίσης, 
παρατηρήθηκε πως η νταρουναβίρη στη ρενίνη εμφανίζει παρόμοιες 
αλληλεπιδράσεις με την αλισκιρένη (Κεφάλαιο 7). Μάλιστα, όπως και με στην 
HIV-1 πρωτεάση, οι σημαντικότερες αλληλεπιδράσεις εμφανίζονται μεταξύ 
νταρουναβίρης και αμινοξέων στο πτερύγιο (Thr77) και στο ενεργό κέντρο 
(Asp215, Gly217) της ρενίνης. Η διπλή δράση της αλισκιρένης και της 
νταρουναβίρης καταδεικνύουν τη σχέση μεταξύ AIDS και υπέρτασης σε 
μοριακό επίπεδο, επιβεβαιώνοντας κλινικές μελέτες που αναφέρονται σε 
αυτήν τη σχέση.210,232-234 
 Τέλος, στο Κεφάλαιο 7, καταγράφεται η συσχέτιση παραγόντων που 
προκαλούν την υπέρταση (ρενίνη) και το AIDS (HIV-1 πρωτεάση) με το 
διαβήτη. Συγκεκριμένα, αναφέρεται η διπλή δράση της καναγλιφλοζίνης, η 
όποια είναι ένα πειραματικό φάρμακο κατά του διαβήτη τύπου 2227 και 
αποτελεί αναστολέα του διαύλου Na+/γλυκόζης 2 (sodium/glucose co-
transporter 2- SGLT-2). Η ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης της καναγλιφλοζίνης 
είναι παραπλήσια και στις δύο πρωτεάσες (ΔGMM-PBSA = −9,5 kcal mol
−1 και 
ΔGMM-PBSA = −9,1 kcal mol
−1 για HIV-1 πρωτεάση και ρενίνη, αντίστοιχα). 
Επίσης, οι υπολογισμοί μοριακής πρόσδεσης στην vSGLT με την αλισκιρένη 
και τη νταρουναβίρη έδειξαν ότι τα δύο φάρμακα εμφανίζουν ικανοποιητική 
πρόσδεση (ΔGπρόσδεσης = −6,4 και –6,2 kcal mol
-1, αντίστοιχα). Συνεπώς, η 
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δομή της καναγλιφλοζίνης μπορεί να χρησιμοποιηθεί για το σχεδιασμό νέων 
φαρμάκων και να συμβάλλει στην αποτελεσματικότερη αντιμετώπιση 
διαφορετικών συμπτωμάτων μιας ασθένειας με τη χρήση ενός σκευάσματος. 
Έτσι, γίνεται πιθανή η αποφυγή λήψης πολλών σκευασμάτων και μειώνεται ο 
κίνδυνος εμφάνισης πολλαπλών ανεπιθύμητων ενεργειών.  
 Η ανάλυση διαφορετικών βιολογικών συστημάτων μας οδηγεί στο 
συμπέρασμα ότι σημαντικός παράγοντας, στο σχεδιασμό καινοτόμων 
αναστολέων, δεν είναι μόνο η ισχυρή πρόσδεση στο ενεργό κέντρο ενός 
ενζύμου ή ενός υποδοχέα. Η παράμετρος αυτή γίνεται εμφανής κυρίως σε 
λοιμώδη νοσήματα, όπως το AIDS. Η εμφάνιση ανθεκτικών ιικών στελεχών 
στα διάφορα φαρμακευτικά σκευάσματα απαιτεί τη βαθύτερη κατανόηση των 
αλληλεπιδράσεων μεταξύ φαρμάκου και ενζύμου. Απαραίτητη προϋπόθεση, 
λοιπόν, στο σχεδιασμό καινοτόμων αναστολέων είναι και η διατήρηση 
συγκεκριμένων αλληλεπιδράσεων στην περιοχή πρόσδεσης του φαρμάκου. 
Τέλος, κατά το σχεδιασμό νέων φαρμάκων σημαντική παράμετρος είναι η 
πολλαπλή δράση του. Η αντιμετώπιση πολλαπλών συμπτωμάτων με τα 
λιγότερα δυνατά σκευάσματα, αποτελεί σημαντικό όφελος για τον ασθενή, 
καθώς μπορεί να μειωθεί δραστικά η εμφάνιση ανεπιθύμητων παρενεργειών. 
Γενικά, η πολλαπλή στόχευση ιδιαίτερα πολυπαραγοντικών ασθενειών όπως 
είναι οι καρδιοαγγειακές και ιικές παθήσεις είναι αναγκαία για την 
καταπολέμησή τους. 
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